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RESUMO

O inhame é uma cultura de importancia econdmica e social para a regido nordeste do Brasil.
A producdo e exportacdo dessa Dioscoreaceae sdo igualmente afetadas por doencas e
pragas no campo e armazenamento, especialmente pela “podridao-verde”, causada pelo
fungo Penicillium sclerotigenum, microrganismo relacionado a produgdo da micotoxina
patulina, um metabdlito secundario. Diante deste fato, foi proposto um estudo de deteccéo
do mencionado metabdlito, em amostras de tiberas comerciais de inhame da Costa, obtidas
na Central de abastecimento de Pernambuco (CEASA-PE). Apés a obtengéo do isolamento
do fungo e preservagdo por meio de trés diferentes técnicas, os mesmos foram utilizados
para inoculacdes artificiais de tuberas sadias. Ap0os o periodo de incubagdo, foram
realizados ensaios moleculares por meio de PCR para deteccdo do gene idh da via de
sintese da referida micotoxina, em trés amostras de DNA, a saber: 1- isolado fungico, 2-
inhames naturalmente infectado e 3- inhame artificialmente infectado. Foi realizado ainda
ensaio analitico por meio de CLAE nas referidas amostras. Os testes de PCR e CLAE foram
positivos independente dos trés de tipos de amostras utilizadas, em 65,6% indicando
relacdo entre presenca do gene idh no fungo ou inhame infectado, com producédo da
patulina. A metodologia de PCR para deteccdo do gene idh em inhame infectado mostrou-se
sensivel (10 a 30ng de DNA total incluindo o DNA do fungo), reprodutivel (obtencédo de
mesmo resultado em diferentes reacdes de PCR para as mesmas amostras) e especifico
para deteccdo de espécies toxigénicas em inhame, por ter sido positivo apenas para P.
sclerotigenum e negativo para outras espécies de Penicillium que infectam o inhame e que

até o momento nao foram registradas no Brasil.

Palavras-Chave: Penicillium, tibera, toxina, PCR, CLAE, gene idh.
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ABSTRACT

The yam is crop of high economic and social value to the populations living in the northeast
of Brazil. The production and exportation of this Dioscoreaceae are directly affectedl by
diseases and parasites, especially the "green-rot", caused by the fungus Penicillium
sclerotigenum microorganism related to the production of the mycotoxin patulina, a
secondary metabolite. Considering this fact, it was proposed a study on detection of the
mentioned mycotoxin in samples of yam tubers of the variety da Costa, collected in Central
Market of Pernambuco (CEASA). After obtaining the purified fungus isolates, they were
preserved by means of three different techniques. After that, health yam tubers under aseptic
conditions were artificially inoculated. Aftwer the incubation period, molecular tests were
performed using PCR test for the gene idh present in pathway of synthesis of the patulin in
three samples of DNA, as follows: 1-fungal isolate, 2- yams naturally infected and 3-
artificially inoculated. Test was also carried out by analytical HPLC in these samples. The
PCR test and HPLC were positive in all three type independent of samples used in the
experiments in 65%, indicating relationships between the presence idh gene in the fungus or
infected yam tubers and production of patulin. The PCR methodology for detection of gene
idh in yam infected (naturally and artificially) with P. sclerotigenum was sensitive (10 to 30ng
of total DNA including the DNA of the fungus), reproducible (obtaining the same result in
different PCR reactions for the same samples) and specific for detection of Penicillium
mycotoxigenic species in yam, for being only positive for P.sclerotigenum and negative for

other Penicillium species that infect yam so far not reported in Brazil.

Keywords: Penicillium, tuber, toxin, PCR, HPLC, gene idh.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

O inhame da Costa (Dioscorea cayennensis Lam.) € uma cultura de importancia
social e econémica para a regido Nordeste do Brasil por ser um alimento de excelentes
qualidades nutritivas, que contém todas as vitaminas do complexo B, amido em grande
quantidade e sais minerais. Ademais, o inhame da Costa vem sendo, ha muitos anos,
produto de exportacdo para diversos paises, incluindo os Estados Unidos, Reino Unido,
Paises Baixos e Franca (SANTOS, 2002).

Uma cultura bem conduzida de inhame da Costa é muito rentavel (aproximademente
10.000 délares por hectare), superando as demais da Zona da Mata do Nordeste, sendo os
problemas fitossanitarios ainda fatores limitantes da cultura. Entre esses, destaca-se a
podridao-verde, causada pelo fungo Penicillium sclerotigenum Yamamoto, descrito no Japao
em 1955, causando podriddo em tuberas de inhame chinés (Discorea batatas Dec.) doenga
do tipo pdés-colheita, de alta severidade, incidente durante o transporte e armazenamento de
tuberas comerciais e sementes. Essa doenca foi descrita no Brasil ocorrendo em
Pernambuco por Moura et al. (1976), ocasido em que foi feito breve diagnéstico micolégico
do patégeno, criada a denominacdo da doenca em portugués (podriddo-verde) e
mencionados os fatores de predisposi¢cédo da doenga.

Penicillium sclerotigenum é um fungo com alto poder de disseminacdo, causando
elevadas perdas, além de produzir micotoxinas, especialmente a patulina (FRISVAD;
SAMSON, 2004). Essa micotoxina é produzida principalmente por P. expansum Lam em
macd, sendo responsavel por cerca de 70 a 80% da deterioracdo de frutas armazenadas
(WELKE et al., 2009).

As micotoxinas, compostos provenientes de vias metabdlicas comumente
presentes em fungos, proliferam em produtos agricolas destinados a alimentacédo e podem
acarretar sérios danos a saude humana e de animais. Muitos fatores biolégicos contribuem
para a ocorréncia de micotoxinas na cadeia alimentar, com énfase a susceptibilidade dos

vegetais a infec¢do fangica, assim como fatores ambientais constituidos de temperatura,



umidade, atividade de &gua dos alimentos e danos mecéanicos durante colheita e
estocagem. Somam-se ainda os problemas oriundos de avancos tecnoldgicos, que visando
a comercializagdo internacional, estocam os frutos nos periodos de entressafras sob
condicdes que permitem o desenvolvimento de fungos psicrotréficos, representados
especialmente por Penicillium spp (ROSS et al., 1998).

Desde a década de 40,a patulina tem sido objeto de estudo, primeiramente por sua
acao como antibidtico e depois por suas propriedades fetotoxicas e carcinogénicas.
(MOAKE, 2005). Foi reportada como sendo toxica para ratos, teratogénica para embrides de
galinha e imunossupressora em camundongos e coelhos. Em humanos, os efeitos toxicos
da patulina ainda ndo sdo conclusivos, mas ja foram relatados casos de distlrbios
gastrintestinais, nduseas e vomito em decorréncia do consumo de derivados de maca
contaminados com essa micotoxina (WELKE et al., 2009).

Apesar do método padrdo ouro para deteccdo da micotoxina patulina ser a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Paterson et al. (2003) descreveram uma
sequéncia de primer para o gene da enzima isoepoxidon dehidrogenase (idh) da via
metabdlica de sintese para patulina em Penicillium sp. A partir do estudo deste gene foi
possivel detectar por PCR a presenca de fungo toxicogénico, especialmente P. expansum
em alguns alimentos, principalmente macéd e péssego, concluindo que a deteccdo do gene
idh € um recurso para triagem de controle para fungos toxicogénicos em alimentos. No
entanto, ainda ndo havia sido aplicada a deteccédo molecular por PCR para a combinacéo de
infeccdo P. sclerotigenum em inhame. Além disso, ndo h& na literatura relato de analise de

inhame para detecc¢ao da patulina.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral
Detectar a producéo de patulina por P. sclerotigenum em inhame com podridao-verde.
1.2.2. Objetivos especificos

v'Formar colecao de isolados de P. sclerotigenum, oriundos de diferentes areas
produtivas de inhame;

v'Preservar os isolados fangicos por trés diferentes métodos;

v'Padronizar a extracdo de DNA gendmico e PCR para deteccdo molecular do
gene idh em culturas puras de P. sclerotigenum e em inhame naturalmente
e artificialmente infectados por P. sclerotigenum;

v'Extrair patulina produzida por P. sclerotigenum e identifica-la por CLAE, em

culturas puras do fungo e inhame naturalmente e artificialmente infectados;



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Cultura do Inhame e Doencas Fungicas

O inhame (Dioscorea spp.) € uma monocotileddnea, herbacea, pertencente a familia
Dioscoreaceae, cujo 6rgao de reserva € conhecido como tlbera que pode ser utilizada para
plantio (semente) ou consumo (comercial). O género Dioscorea possui cerca de 600
espécies originarias da Africa, Asia ou América do Sul (SANTOS, 1996). Desde seus locais
de origem, domesticacao e cultivo na Asia, t&ém sido chamado de “inhame” (yams, ignames,
flames). Esses nomes também s&o utilizados nos paises onde sdo cultivados, como na
Africa e nas Américas (SEGNOU, 1992).

As espécies D. cayennensis Lam. e D. rotundata Poir., internacionalmente
conhecidas como inhame amarelo ou da Costa (“yellow yam”) e inhame branco (“white
yam”), originaram-se no continente africano (COURSEY, 1980; AMUSA et al., 2000). Estas
duas espécies tém sido reunidas num complexo denominado D. cayennensis - D. rotundata
(MALAURIE et al., 1998). O Inhame-da-Costa ou Cara-da-Costa, cultivar mais utilizada no
Brasil, apresenta as caracteristicas do inhame branco e pertence a este complexo, sendo
referido como uma cv. de D. cayennensis (MOURA, 2005).

O ciclo do inhame é anual e uma planta pode produzir dois tipos de tuberas: as
comerciais, colhidas cinco a seis meses apés o plantio, e as sementes, colhidas trés meses
apés as tuberas comerciais (SILVA, 1965). Estas constituem em produto agricola de
importante valor comercial no mercado interno e externo, sendo um alimento rico em
carboidratos, especialmente amido, sais minerais e vitaminas do complexo B. Espécies e
variedades comestiveis de inhame produzem alimentos basicos para a subsisténcia de
muitas populacdes em muitos paises do oeste da Africa, Caribe, regides norte, central e
sudeste da Asia, incluindo-se parte da China, Japdo, Malasia, Vietnd e Oceania (SANTOS,
2002; OKIGBO, 2002).

Dioscorea cayennensis, com uma Unica variedade, conhecida por inhame da Costa
(Figura 1.1A), € a mais importante para o consumo no Nordeste do Brasil e Unica nos
programas de exportacdo. Dioscorea alata conhecida na regido Nordeste como card Sao

Tomé (Figura 1.1B), porém pouco cultivadas na Paraiba e Pernambuco por serem altamente



suscetiveis a doenca requeima, de alta severidade e etiologia ainda desconhecida, ocorre,
apenas nesses Estados do Nordeste brasileiro (SANTOS, 2002).

Figura 1.1: A. Dioscorea cayennensis (Inhame da Costa). B. Dioscorea alata (Inhame S&o
Tomé). Fonte: arquivo digital.

Em termos de producdo de inhame por area plantada, os paises africanos como
Nigéria e Costa do Marfim dominam o cenéario internacional (FAO, 2009). O Brasil produziu
em 2008 cerca de 250.000t de inhame anualmente com éarea plantada de 27.000ha (FAO,
2011). Nacionalmente, o Nordeste é o maior produtor, sendo nesta regido que se
concentram aproximadamente 90% de todo o inhame produzido no pais, com destaque para
os Estados de Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhdo (GARRIDO, 2005;
OLIVEIRA, 2005).

No mundo, a cadeia produtiva do inhame constitui expressiva atividade geradora de
empregos e renda, movimentam cifras superiores a 150 milhdes de ddlares anuais, além de
promover a fixacdo do homem no campo, exigindo cerca de 1,25 homem por hectare de
area plantada. O Brasil exporta anualmente milhares de toneladas de inhame para os
Estados Unidos, Reino Unido, Paises Baixos, Canada e Franga. Os indices de exportacdo
para esses paises encontram-se estaveis, com indicagfes de diminuigdo. As exigéncias
quanto a qualidade das tuberas com relagdo a sanidade (auséncia total de sintomas de
doencgas), aspecto geral (uniformidade, tamanho e peso) e toxicologia (auséncia de residuos
de agrotdxicos) tém aumentado bastante nos ultimos anos, indicando a necessidade de
maiores incentivos a pesquisa para que 0s agricultores possam receber melhores
orientacdes técnicas que favorecam a obtengcdo de colheitas mais racionais e
consequentemente tdberas de melhor qualidade para selecdo de exportagdo (SANTOS,
2002).



O cultivo do inhame da Costa em todas as regides produtoras do mundo, incluindo-
se o0 Nordeste, € afetado significativamente pela ocorréncia de doencas, com destaques
para as causadas por fungos e nematdides, todas limitantes da produtividade, caso medidas
preventivas ndo sejam aplicadas (RITZINGER et al.,, 2003; MOURA, 2005). Entre as
doencas fungicas, destacam-se a queima das folhas ou pinta preta, causada por Curvularia
eragrostides (P. Henn.) Mayer, originalmente descrita no Nordeste como causada por
Curvularia maculans (Bancroft) Boedijn var. macrospora (MEDEIROS; NASCIMENTO,
1964), denominacdo que passou a sinonimia de C. eragrostides, a partir do trabalho de Ellis
(1966). Trata-se de uma doenca epidémica, de ocorréncia regular, que exige controle
quimico preventivo obrigatorio. Seus efeitos se refletem em baixa produtividade, com
reducdo significativa do tamanho das tuberas e alteragbes negativas nas caracteristicas
organolépticas (MOURA, 2005). Ndo é a doenga mais importante do inhame porque é mais
freqliente em Dioscorea alata, card S&o Tomé, ou seja, numa espécie de inhame de pouca
expressao econémica (MOURA, 2005).

Outra doenga fungica da cultura do inhame ocorrente no Nordeste é a podriddo-
aguosa, descrita por Moura (1987) que tem como agente etiolégico Rhizopus oryzae Went &
Prinsen Geerl, s6 assinalada em D. cayennensis, sendo de ocorréncia regular, em periodos
chuvosos. As incidéncias de podriddo-aquosa ocorrem principalmente quando fortes
precipitacdes pluviométricas inundam éareas baixas dos campos de plantio. No solo, na
presenca de altos teores de umidade, muitas tuberas, rapidamente, passam a apresentar
podriddo do tipo mole, sem odor, com abundante desenvolvimento micelial e grande
guantidade de esporangios na superficie, logo apés serem colhidas (MOURA, 2005).

A doenca fungica que mais preocupa 0s produtores e exportadores de inhame
devido as perdas econdmicas € a podriddo-verde, incidente em tuberas comerciais e
sementes, causada por Penicillium sclerotigenum, descrita em Pernambuco por Moura et al.
(1976), ocasido em que foi dado & doenca o nome de podriddo-verde, descrita a
sintomatologia, apresentadas as condi¢des de predisposicéo e feita uma breve descrigcdo do

patégeno.

1.3.2 Podridao-Verde do Inhame

A podriddo-verde é problema fitossanitario de pds-colheita, com o patégeno
penetrando sempre por ferimentos, resultando em altas perdas durante o transporte e
armazenamento de tuberas comerciais e sementes. As perdas sdo permanentes e a doenca

ocorrendo sempre com altos indices de incidéncia e severidade, especialmente em épocas



chuvosas, que promovem altos teores de umidade nos armazéns. Perdas também ocorrem
em pordes de navios, por ocasido das longas travessias oceanicas, durante as exportacoes,
fato que exige eficientes medidas preventivas de controle (MOURA, 2005).

Dentre as espécies do subgénero Penicillium que j& foram assinaladas associadas a
podriddo em inhame, P. sclerotigenum destaca-se por ser a mais frequente e virulenta no
mundo (OKIGBO, 2004). Outras espécies de Penicillium foram identificadas na Nigéria como
agentes etiolégicos de podriddes em inhame, mas segundo Oliveira et al.(2007) que
realizaram estudo sobre a distribuicdo geogréfica de P. sclerotigenum no Brasil outras
espécies ainda nao foram assinaladas ocosionando a podridao-verde, a saber: P.
chrysogenum Thom, P. expansum (Link) Thom, P. italicum Wehmer e P. oxalicum (OKIGBO,
2004).

A podriddo-verde quando em tuberas-semente induz estiolamento de pré e poés-
emergéncia, obrigando os agricultores a efetuarem replantio, 45 dias ap6s o plantio,
trazendo, como consequéncia, a presenca de tuberas comerciais em diferentes estadios de
maturacao por ocasido da colheita, o que gera prejuizos ao consumidor por adquirir tiberas
imaturas que possuem sabor amargo e sdo de dificil coccdo (SANTOS, 2002).

Em geral, o primeiro sintoma perceptivo da podriddo-verde do inhame é uma
pequena mancha Uumida, sempre associada a ferimentos na tubera. Nessa fase o patégeno
ja penetrou e encontra-se colonizando os tecidos internos, originando uma lesdo profunda,
Umida, de coloragdo marrom (MOURA, 2005). Cortando-se transversalmente tuberas com
os sintomas descritos da periferia para a parte interna, verifica-se necrose dos tecidos, com
aspecto de podriddo umida, de coloragdo marrom, que se estende a alguns centimetros do
raio da lesdo, semelhante ao observado em meio de cultura, quando do isolamento do
fungo. A podridao evolui rapidamente e em pouco tempo toda a tubera fica comprometida,
tornando-se imprestavel para o consumo humano (SANTOS, 1996). A fase de reproducao
do patdégeno tem inicio com o aparecimento sobre a lesdo de uma camada de cor verde,
formada por conidi6foros e conidios. Mais tarde, ao iniciar a saprogénese, P. sclerotigenum
pode produzir grande quantidade de esclerdcios dentro dos tecidos colonizados, ja secos,
sendo a presenca dessas estruturas uma das principais caracteristicas do fungo.

O patégeno dissemina facilmente de uma tubera para outra em condigbes de
armazenamento e/ou através do contato direto. Ferimentos realizados nas etapas de
colheita, transporte e embalagem, bem como decorrentes do parasitismo de fitonematoéides,
predispdem as tuberas sadias a infec¢éo pelo contato direto com tuberas doentes. A doenca
é favorecida pelas condigbes de armazenamento que proporcionam altas temperaturas e

umidade do ar, pouca ventilagdo e baixa luminosidade. Além disso, as éareas de



armazenamento infestadas sao importantes focos de dissemina¢do do inéculo do patégeno
(ALVES, 2002).

O controle preventivo da podriddo-verde pode ser realizado colhendo-se e
manuseando-se com cuidado tdberas comerciais e sementes apos a colheita e mantendo-se
boas condicbes sanitdrias durante o armazenamento (MOURA, 2005). Moura (1980),
verificou que o tratamento por imersdo das tuberas-sementes em solucao de Benomyl, nas
concentragbes de 1,25 a 2,5mg/mL de principio ativo, durante 30 minutos, controlou a
doenca durante o armazenamento e essa pratica tem sido utilizada pelos exportadores com
relativo sucesso. Controle quimico da podridao-verde com resultados satisfatérios foi obtido
também por NNODU e NWANKITI (1986) ao compararem a eficiéncia de cinza de madeira e
Hipoclorito de sddio em substituicdo ao uso de Benomyl e Thiabendazole. A aplicacdo de
Bacillus subtilis (Enrenberg) Cohn em tuberas comerciais de D. rotundata controlou com
sucesso P. sclerotigenum, Lasiodiplodia theobromae e Fusarium moniliforme durante cinco
meses de armazenamento apés o tratamento (OKIGBO, 2002).

S&o poucas as informagdes epidemiologicas disponiveis sobre a podriddo-verde do
inhame no mundo. Ogundana et al. (1970) mencionaram P. sclerotigenum entre outros
fungos, como causadores de podridao do inhame na Nigéria sendo, na ocasido, assinalada
a espécie P. italicum Wehnmer e P. expansum Lam associados a doenca. Adeniji (1970)
reportou alta ocorréncia de P. oxalicum Currie & Thom, causando podriddo de tuberas do
inhame também na Nigéria. Além disso, os registros na literatura mundial envolveram
estudos com maximo de oito isolados. Essas espécies ndo foram registradas ocorrendo em
inhame no Brasil, segundo levantamento realizado por Oliveira et al. (2007). Os autores
estudaram 50 isolados de P. sclerotigenum oriundos de diversos estados brasileiros tais
como: S&o Paulo, Bahia, Distrito Federal, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, e
Rondénia. Os cinqlenta isolados provenientes de inhame com o0s sintomas da podriddo

verde foram identificados como agente etiol6gico unicamente P. sclerotigenum.

1.3.3 Penicillium e Metabdlitos secundarios

O género Penicillium constitue um grupo de microrganismos que sintetizam elevada
quantidade de metabdlitos secundérios, atingindo em certos casos, uma produgdo 73%
superior a de outras classes de microrganismos (CAFEU et al., 2005). Espécies de
Penicillium tém uma alta diversidade, tanto morfolégica quanto de metabdlitos secundario, a
exemplo de antibidticos, micotoxinas, antioxidantes, anticancerigenos, inseticidas,

herbicidas, enzimas e fungicidas (FRISVAD et al., 2004). Rancic et al. (2006), reportaram



que existe um grande numero de extratos de fungos e/ou produtos extracelulares com
atividade antimicrobiana, sobretudo de espécies de Penicilium sp. Entre outros,
P. brevicompactum, P. carneus, P. citrinum, P. chrysogenum, P. dipodomyis, P. flavigenum,
P. funiculosum, P. griseofulvio, P. nalgiovense, P. nordicum, P. persicinum s&o espécies
relatadas como fontes de antibiéticos, especialmente de penicilina e griseofulvina (WANG et
al.,2004, PITT, 2000).

O primeiro metabdlito fangico de notoria eficacia foi, sem duavida, a penicilina,
substancia produzida pelo fungo Penicillium chrysogenun, cuja capacidade de inibir o
crescimento bacteriano foi descoberta acidentalmente por Fleming, em 1928. Seu emprego
em larga escala no inicio da década de 40, fruto dos esforcos dos pesquisadores ingleses
Forey e Chain, levou a reducdo do indice de mortandade de soldados de 39% durante a
Primeira Guerra Mundial para 3,9%, na Segunda Guerra (KOROLKOVAS,1988)

Espécies do género Penicillium, estabelecido por Link em 1809, tém sido reportadas
causando podridées de tuberas em Dioscorea spp. Este género pertence a familia
Trichocomaceae e caracteriza-se pela producéo de conidios em cadeias no vértice de
fidlides, com os conidiéforos apresentando estrutura morfoldégica semelhante a pequenos
pincéis. O género Penicilium possui ampla distribuicdo na natureza (FRISVAD;SAMSON,
2004) e o primeiro trabalho que sumarizou todas as espécies de Penicillium com descricéo
morfolégica de cada espécie foi o de Raper e Thom (1949).

Fungos do género Penicillium sdo conhecidos por sua ubiquidade e caracterizados
geralmente pela formagédo abundante de esporos, sendo amplamente estudados. Alguns
metabdlitos secundarios, como o acido micofendlico ativo contra bactérias Gram-positivas,
séo produzidos por varias espécies deste género (P. brevicompactum, P. paxilli, P. olivicolor,
P. canescens, P. roqueforti, P. viridicatum, P. rugulosum e P. expansum) sendo, portanto,
considerados marcadores em algumas espécies (VINOKUROVA et al.,, 2005). Outros
géneros, como o P. tulipae, possuem marcadores especificos do género, como a
epineoxalina até entdo relatada apenas neste género (OVERY et a., 2006).

Apesar da maioria dos estudos envolvendo metabdlitos bioativos de Penicillium ser
realizados com esporos ou amostras miceliais, as estruturas de resisténcia denominadas
esclerdcios presentes em algumas espécies de Penicillium j& foram descritas na literatura
mundial como possuidora de atividade biolédgica inseticida e bactericida.

Esclerocios fangicos séo estruturas produzidas por algumas espécies fungicas
visando sua sobrevivéncia por periodos prolongados em condicdes ambientais
desfavoraveis. Os estudos nesta area sugerem que a presenca de substancias inseticidas

em altas concentracdes, especificamente em esclerdcios, deve estar associada a um
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mecanismo de defesa, evitando que o0s esclerécios sejam consumidos por insetos
(OH et al., 1998). O estudo de extratos provenientes de esclerdcios de Penicillium raistrickii
levou ao isolamento de griseofulvina, 6-desmetilgriseofulvina, além de quatro substancias
inéditas, 3,3"-di-hidroxi-6’-desmetilterfenilina, 3’-demetoxi-6’-desmetil-5’-metoxicandidusina
B, 6’-desmetil-candidusina B e a metil-3,4,6,8-tetra-hidroxixantona. A substancia
griseofulvina, 6-desmetilgriseofulvina apresentou moderada atividade contra S. aureus e 0
metabdlito metil-3,4,6,8-tetra-hidroxixantona foi ativo contra B. subtilis (BELOFSKY et
al.,1998).

1.3.4 Penicillium sclerotigenum Yamamoto

Penicillium sclerotigenum foi descrito no Japao (YAMAMOTO et al., 1955), causando
podriddo em tuberas de inhame chinés (Dioscorea batatas Dec.). Moura et al. (1976)
fizeram descricdo morfolégica fundamentada em um Unico isolado. Os dados morfométricos
para o isolado brasileiro estudado foram compativeis com os descritos para o material tipo
no Japdo. A primeira citagdo desse fungo em manuais para identificacdo de espécies de
Penicillium aconteceu em 1979, na ocasido da publicacdo de Pitt, para taxonomia de
espécies dos géneros Penicillum, Eupenicillium e Talaromyces. Penicillium sclerotigenum
ndo seria incluido nas edicbes posteriores. Nessa publicacdo P. sclerotigenum foi
classificado inicialmente como pertencente ao subgénero Furcatum devido a presenca de
condi6foros biverticilados assimétricos (PITT, 1979). Porém, em culturas recentes de P.
sclerotigenum muitos conidiéforos triverticiliados foram observados sendo a espécie
posteriormente reclassificada como pertencente ao subgénero Penicillium, série Gladioli, por
produzir esclerdcios (SAMSON; PITT, 2000)

Nao h& referéncia na literatura sobre a existéncia da forma teleomorfa de P.
sclerotigenum. Em 1983, P. sclerotigenum foi colocada na sinonimia de P. turbatum
Westling por Stolk e Samson (1983). Estes autores consideraram que os conidios das duas
espécies apresentavam dimensdes idénticas, bem como mesmo padrdo biverticilado de
conidiéforo, além de esclerocios. Porém, Peterson (2000), analisando sequéncias de
nucleotideos com aproximadamente 1240pb, correspondendo as regifes ITS 1 e ITS 2, 5,8S
DNAr e parte da subunidade maior do DNA ribossomal, observou consideravel distancia
genética para o DNAr entre as duas espécies que foram classificadas separadamente.
Penicillium turbatum ficou no subgénero Aspergilioides (grupo ITS 4) e P. sclerotigenum foi

agrupado no subgénero ainda na época Furcatum (grupo ITS 6). A espécie geneticamente
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mais proxima de P. sclerotigenum foi P. digitatum, classificada também como pertencente
ao grupo ITS 6. Ambas sdo patogénicas a plantas, apresentam condioforo biverticilado e
producdo de metabdlitos secundarios.

Frisvad e Samson (2004) durante a revisao de Penicillium subg. Penicillium levando
em consideragao as caracteristicas morfofisiologicas, nutricionais, metabolitos secundarios e
moleculares agruparam P. sclerotigenum na série Expansa, formada pelas espécies P.
expansum e P. marinum Frisvad & Samson. Nesta série as espécies apresentam
conidiéforos bi ou triverticilados, conidios subglobosos, ramos longos com parede lisa,
ocasionalmente rugosa em meio de cultura MEA (Agar extrato de malte). As trés espécies
da série Expansa apresentam aparéncia geral da coldénia semelhante e producdo de
patulina, roquefortina C e geosmina.

A mais completa descri¢cdo de P. sclerotigenum foi publicada por Frisvad e Samson
(2004), utilizando de oito isolados. Além dos dados morfolégicos, foram apresentadas pelos
autores informagfes outras, tais como producgéo e identificagdo de metabdlitos secundarios
e sequenciamento do gene da beta-tubulina. Oliveira et al.(2006) estudaram a
patogenicidade do P. sclerotigenum, em quinze frutas e hortalicas diferentes e seus
resultados demonstraram que macad, péra e banana, além das testemunhas positivas
inhame da Costa (Dioscorea cayennensis) e, inhame nambu (D. alata), foram suscetiveis ao
P. sclerotigenum, outras espécies estudadas foram moderadamente suscetiveis como a
batata inglesa, beterraba, berinjela e inhame taro, e algumas foram resistentes como o
chuchu, cenoura, mamao, pepino, abobrinha, batata doce e aipim.

Frisvad e Samson (2004), estudando 58 espécies diferentes do género Penicillium,
verificaram que a producdo da roquefortina foi 0 metabolito secundario mais comumente
produzido e destacou que entre as espécies produtoras de roquefortina C e precursora da
roquefortina D, estavam, P. carneum, P. crustosum, P. dipodomyicola, P. expansum, P.
griseofulvum, P. marinum, P.paneum, P. persicinum, P. roqueforti e P. sclerotigenum.

Joshi et al. (1999), identificaram a producé@o de esclerotigenina a partir do &cido
antranilico, por isolados de P. sclerotigenum, sendo esta substancia classificada como
benzodiazepina com atividade inseticida. Eles atribuiram & produc@o de esclerotigenina,
também chamada aurantine B, & longevidade dos escler6cios como uma forma de protecéo
destes. Entretanto, Larsen et al. (2000), observaram a producdo de esclerotigenina em
conidios e micélio de isolados de P. sclerotigenum que n&o produziram esclerécios, sendo a
esclerotigenina encontrada intra e extracelularmente.

Por se tratar de uma espécie do género Penicillium, género reconhecidamente

produtor de antibiéticos, possivelmente algum metabdlito secundario com atividade
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antimicrobiana poderia ser isolado de P. sclerotigenum, sendo esta indicagdo confirmada
com o trabalho de Clarke e Mckenzie (1967). Esses autores identificaram a producdo de
griseofulvina em extratos de micélio de isolados de P. sclerotigenum, apds bioensaio com
Botrytis allii Munn. Outras espécies de Penicillium também produzem griseofulvina, sendo a
principal P. griseofulvum Dierckx.

Outras substancias de importancia médica, além dos antibiéticos, e produzidas por
varias espécies do género Penicillium, sdo as micotoxinas. Estas sdo produtos naturais de
baixo peso molecular, produzidas como um dos metabodlitos secundéarios durante o
crescimento de fungos fllamentosos (DINIZ, 2002). Dentre as varias micotoxinas
identificadas e que apresentam efeitos téxicos para homens e animais, a patulina € a Unica
descrita até o momento como sendo produzida, embora nao exclusivamente, por P.
sclerotigenum (FRISVAD et al., 2004).

1.3.5 Micotoxinas

O termo micotoxina € derivado da palavra grega Mykes que significa fungo e
Toxicum que significa veneno ou toxina. As micotoxinas sdo metabolitos secundarios com
elevada toxicidade produzidos por fungos filamentosos que provocam a deterioracdo de
alimentos. Quimicamente as micotoxinas sdo moléculas relativamente pequenas, mas com
grande diversidade estrutural e por isso com variados efeitos biolégicos
(SONGSERMSAKUL, P.; RAZZAZI-FAZELI, 2008).

Estas toxinas sédo de grande importancia em termos econdmicos e de saude publica.
Do ponto de vista econdmico, causam prejuizos a produtores, processadores e
comerciantes de alimentos e ao pais como um todo, inclusive na reducao de divisas quando
0s produtos exportados sdo recusados no exterior devido a presenca de micotoxinas.
Anualmente, de 25 a 50% da safra de frutas e vegetais sdo destruidos por fungos. O
desenvolvimento de fungos em alimentos ndo implica necessariamente na presenca de
micotoxinas, mesmo tratando-se de um género potencialmente toxigénico. Porém ha um
risco implicito e que deve ser afastado. Do ponto de vista de salde publica, a ONU estima
que 40% da reducdo na expectativa de vida em paises pobres, estd relacionada com a
existéncia de micotoxinas na dieta destas populacdes (KAWASHIMA, 2004).

Entre as micotoxinas de grande interesse para a Saude Publica e de importancia
agroecondmica estdo as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos e zearalenona. Outras

micotoxinas podem tornar-se alvo de estudo com a descoberta de novos dados
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experimentais ou epidemiolégicos, como fumonisinas, patulina e verruculogeno. E
importante ressaltar que uma Unica espécie de fungo € capaz de produzir uma ou Varias
micotoxinas, e uma mesma micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de
fungos (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A exposicdo humana e de animais as aflatoxinas ocorre predominantemente pela
ingestdo de alimentos e racdes contaminados, especialmente cereais e grdos, como milho,
trigo, amendoim, entre outros. Dezoito diferentes tipos de aflatoxinas foram identificados,
mas somente as aflatoxinas B; (AFB,), B, (AFB,), G; (AFG,) e G, (AFG,) foram detectadas
como contaminantes naturais de racfes e ingredientes, sendo a AFB; de maior toxicidade
(MOSS, 1998). A continua ingestdo de AFB; por animais em lactacdo leva a excrecdo de
aflatoxina M; (AFM;) no leite (PARK; POHLAND, 1986). Os efeitos toxicos carcinogénicos
da AFM; tém sido extensivamente demonstrados em espécies de laboratério (RILEY;
PESTKA, 2005).

Rocha et al. (2008) verificaram a incidéncia de contaminagdo por aflatoxinas em
amostras de amendoim e pagocas e constatou que 38% das amostras de amendoim e 13%
das amostras de pagoca comercializadas na cidade de Alfenas em Minas Gerais estavam
contaminadas. Foi detectado que 9,5% das amostras apresentaram simultaneamente as
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, todavia, em todas as amostras positivas, de amendoim e de
pacoca, 0s niveis encontrados excederam o limite maximo permitido pela legislacdo
brasileira.

Outra micotoxina de importancia sdo as ocratoxinas produzidas através de
metabolismo secundério por varios fungos dos géneros Aspergillus ou Penicillium. A familia
de ocratoxinas € composta por trés membros, A, B e C, que diferem ligeiramente umas das
outras em estruturas quimicas. Essas diferencas, contudo, tem efeito sobre os seus
respectivos potenciais toxicos. A ocratoxina A é a mais abundante e portanto, mais
comumente detectada sendo também mais toxica do que B e C afetando principalmente os
rins. Como em outras micotoxinas, ocratoxina A pode contaminar uma grande variedade de
alimentos como resultado da infeccdo dos fungos em culturas, no campo durante o
crescimento, no momento da colheita, no armazenamento e no transporte sob condi¢cbes
ambientais favoraveis, especialmente quando ndo sdo devidamente secas. A ocratoxina A
pode estar presente em um alimento, mesmo quando o bolor ndo é visivel (LI1,1997). A
ocratoxina A pode ser encontrada como contaminante principalmente nos cereais (cevada,
arroz, milho, trigo, sorgo) e derivados, mas também tem sido relatada em café, uvas,

cerveja, vinho, chocolate, carne, leite e derivados e especiarias (BENFORD et al., 2001).
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Praticamente todos o0s cereais e seus derivados podem ser contaminados pela
micotoxina zearalenona (ZEA), mas esta tem sido mais encontrada em trigo e milho,
principalmente em milho em vérios paises (SCUDAMORE; PATEL, 2000). O milho
produzido no Estado de S&o Paulo foi analisado por Machinski Jr et al. (2000) e em 120
amostras apenas uma se apresentou contaminada (4640 ug/Kg). A ZEA é um componente
ndo esteroidal, metabolito secundério de fungos do género Fusarium (DIEKMAN; GREEN,
1992). O desenvolvimento do Fusarium e a producdo de ZEA estdo relacionados a
temperaturas e umidade elevadas. O Fusarium modifica os componentes da parede celular
e secreta enzimas de caracteristicas digestivas, que alteram a composi¢do nutricional dos
grdos (MATTHAUS et al., 2004).

As micotoxinas fumonisinas sao produzidas principalmente por Fusarium
verticilioides e Fusarium proliferatum sendo freqlentemente isolados de milho (JECFA,
2001). As fumonisinas, principalmente a fumonisina B1, tém sido detectadas em todos os
tipos de produtos derivados de milho (HENNIGEN et al., 2000a; HENNIGEN et al., 2000b).
No Brasil, como ocorre em outras partes do mundo, ha uma alta contaminagéo de milho e
produtos derivados com fumonisinas. A atividade carcinogénica e a termoestabilidade séo
fatores que caracterizam as fumonisinas como um grande fator de risco para a saude
humana e animal. Dentre os efeitos causados observa-se constantemente doencas fatais,
tanto em homens como em animais. Nos eqlinos provocam a leucoencefalomalacia (LEM)
e, em suinos, edema pulmonar (LAZZARI, 1993). Apresentam ainda efeito indutor de
formacgédo de cancer em seres humanos (SCUSSEI, 1998).

Apesar das principais micotoxinas contaminarem com frequéncia alimentos secos,
especialmente cereais, devido a baixa atividade de agua desses alimentos, em frutas e
sucos de frutas industrializados, tais como maca e péssego predominam a contaminacao

por patulina.

1.3.6 Patulina

Na década de 40, a patulina foi isolada pela primeira vez por Birkinshaw et al. (1943)
a partir de Penicillium griseofulvum e Penicillium expansum.

A micotoxina patulina, € produzida por algumas espécies de fungos dos géneros
Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys. As espécies de Penicillium que j& foram
identificadas como produtoras de patulina sdo: P. carneum, P. clavigerum, P. concentricum,

P. coprobium, P. dipodomyicola, P. expansum, P. glandicola, P. gladioli, P. griseofulvum, P.
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marinum, P. paneum, P. sclerotigenum e P. wvulpinum (FRISVAD et al, 2004).
Quimicamente, a patulina € uma lactona (4- hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-ona) e seu
peso molecular é de 154,12 u (Figura 1.2). Ela forma cristais incolores, tem ponto de fuséo
de 111°C, é soluvel em &gua, etanol, acetona, acetato de etila, éter e cloroférmio, mas é
insolivel em benzeno e éter de petroleo. A quantidade de patulina em suco de magéa é
reduzida por estocagem prolongada, acao de sulfito e alta temperatura, adicdo de &cido
ascorbico, fermentacdo alcodlica e tratamento com carvdo ativo. A patulina perde sua
atividade biolégica em meio alcalino e em presenca de moléculas contendo grupo sulfidrila,
tais como cisteina e glutationa (CODEX COMMITEE ON FOOD ADDITIVES AND
CONTAMINANTS, 1998).

O OH

Figura 1.2: Estrutura quimica da patulina.
Fonte: Welke, 2009

Conforme descrito em Puel e Oswald (2010), a via biosintética da patulina consiste
de 10 etapas e aproximadamente 15 enzimas incluindo a producdo dos co-metabolitos
(Figura 1.3). A primeira etapa de producgéo € a formacao do &cido 6-metil salicilico (6MSA) a
partir da condensacdo de uma molécula do acetil-CoA com 3 moléculas de malonil-CoA.
Essa formacao é catalisada pela enzima 6MSAS (4cido 6-metil salicilico sintase). A partir da
formacdo do 6MSA seré produzida uma substancia intermediaria denominada m-cresol, que
por sua vez podera formar o alcool m-hidroxibenzil (composto intermadiario da via de
sintese da patulina) ou toluquiol (co-metabdlito). O alcool m-hidroxibenzil originara o alcool
gentisil e este por hidroxilacdo formara o gentisil aldeido ou filostina que a partir de reacéo

reversivel podera ou nao formar patulina na sequéncia de trés etapas.
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Figura 1.3 Esquema da via biossintética da patulina
Fonte: Puel e Oswald, 2010

Clinicamente a toxicidade da patulina tem-se manifestado sob a forma de:
nervosismo, convulsbes, congestionamento do pulmao, edema, hiperemia, distensdo do
tracto gastrointestinal, hemorragia intestinal e degeneracédo das células epiteliais, efeitos
crbnicos tais como genotoxicidade, neurotoxicidade, imunotoxicidade, imunossupressao,
teratogénese e por Ultimo, mas ndo menos grave tém sido também atribuidos efeitos a nivel
celular sendo alguns exemplos destes efeitos a ruptura de membranas plasmaticas, a
inibicdo da sintese de proteinas e a inibicdo da sintese de DNA e de RNA (MOAKE et
al.,2005).

A toxicidade aguda para os roedores, a DL50 oral de patulina varia entre 29 e 55 mg/
kg de peso corporal (pc) (MCKINLEY;CARLTON, 1980; MCKINLEY et al.,1982). Aves
parecem menos sensiveis, com uma DL50 oral de 170 mg / kg de peso corporal. Quando
administrado por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea, patulina é 3-6 vezes mais
toxica. Alguns compostos foram capazes de modular a toxicidade de patulina. Por exemplo,

os inibidores do citocromo P450, tais como proadifen (SKF 525A) aumentam
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consideravelmente a toxicidade desta micotoxina, enquanto que os indutores do citocromo
P450 ndo modificam a sua toxicidade (HAYES ,1979).

Tanto espécies de fungos Penicillium como Aspergillus possuem a capacidade de
crescimento a baixas temperaturas, mesmo quando existe 0 armazenamento das frutas, ndo
sendo este fator fisico impeditivo da producédo de patulina, por sua vez, os fungos do género
Byssochlamys sao responsaveis pela producdo de patulina em estados de pds-
pasteurizacdo, devido a sua capacidade de sobrevivéncia a tratamentos térmicos, aplicados
aos derivados das frutas (SANT'ANA et al., 2008).

A atividade de agua exerce forte influéncia sobre o desenvolvimento dos
microrganismos que causam degradacdo do alimento. Em geral, o valor étimo de atividade
de 4gua para os fungos crescerem € diferente do valor étimo da atividade de agua em que
o nivel maximo de formacdo de micotoxinas é observado (DRUSCH; RAGAB, 2003).
Segundo Magan e Olsen (2004) a faixa de temperatura para o crescimento e producdo de
patulina por P.expansum ¢é 0-24°C e a atividade de 4gua maxima de 0,99.

Segundo Northolt et al. (1978), Gaucher (1979) e Bullerman (1985) os principais
fatores responsaveis pelo crescimento do P. expansum e a producdo da micotoxina em
frutas sdo a atividade de agua superior a 0,82, a temperatura de 20 a 25°C e as diversas
fontes de carbono: frutose, glicose, sacarose e acido malico.

Baert et al. (2007) estudaram a influéncia das condicbes de armazenagem
(temperatura e nivel de O;) no crescimento e na producdo de patulina por diferentes cepas
de P. expansum em um meio de cultura e em macgas. O crescimento foi fortemente
influenciado pela temperatura, enquanto que a atmosfera utilizada (20, 3, e 1% de O;; < 1%
CO,) néao teve efeito. O crescimento 6timo foi observado a 25°C para cada cepa testada. A
producdo de patulina foi estimulada quando houve diminuicdo da temperatura (de 20° para
10°C ou 4°C), enquanto uma reducdo ainda maior da temperatura para 1°C causou uma
reducdo na producdo de patulina. Uma diminuicdo clara da producdo de patulina foi
observada quando o nivel de O, foi reduzida de 3 para 1%. Os resultados mostraram que a
inducéo de estresse limitado ao fungo, tais como a diminuicdo da temperatura ou a redugéo
dos niveis de O, estimulam a produgé&o de patulina.

Estirpes fungicas produtoras de patulina tém sido isoladas ao longo dos anos em
diversos frutos e vegetais incluindo macé, uva, cereja, péra, morango, nectarina, framboesa,
péssego, ameixa, tomate, banana, améndoa, amendoins e avelds (MOAKE et al., 2005)

A producédo de patulina pelo fungo ocorre nas partes danificadas da maca, sendo

gue a intensidade de difusdo dessa micotoxina € de 1cm em direcdo ao tecido sadio
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(TANIWAKI et al., 1992). Entretanto, Rychlik e Schieberle (2001) encontraram patulina a
2cm além do tecido deteriorado de macas e 4 cm do tomate.

As entidades reguladoras, a luz das evidéncias, foram obrigadas a colocar avisos
nos produtos alimentares contaminados por este composto. Na Europa e nos EUA a
preocupacdo com esta problematica deu origem a implementacdo de niveis maximos para
conteudo de patulina em derivados de magé (MOAKE et al., 2005).

A Organizagdo Mundial da Saude recomenda um nivel maximo aceitavel de 50ug/L
de patulina em suco de maca (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 1997). A Unido Européia adotou recentemente este mesmo limite e
também 25ug/kg em produtos sélidos incluindo compota e puré de maca. Além disso, o
limite maximo de 10ug/kg € proposto para produtos de maca destinados as criangas (THE
COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2006). No Brasil, o limite maximo
permitido para sucos e polpas de maca é de 50ug/Kg (ANVISA, 2011).

Entre os varios métodos, simples ou mais sofisticados para a deteccdo da patulina,
através de ensaios analiticos encontram-se a cromatografia em camada fina (TLC), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) a cromatografia gasosa (GC) e a eletroforese
capilar (CE). Dentre as técnicas analiticas, atualmente, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta (UV) ou fotodiodos (DAD) é o método mais
utilizado na quantificagdo de patulina em derivados de fruta (SHEPHARD; LEGGOTT, 2000)
Esta metodologia é a mais comumente utilizada no que diz respeito a determinacdo e
quantificacdo de patulina, pois trata-se de um composto muito solGvel em agua,
relativamente polar e com um espectro de absor¢éo caracteristico (GOKMEN et al., 2005).

Uma outra técnica foi desenvolvida, usando o método de CLAE com detecgdo por
espectrometria de massa (MS). No método descrito a deteccao baseia-se no principio de
dissociacéo induzida por colisdo (CID) utilizando a presséo atmosférica e ionizagdo quimica
(APCI), com um limite de detecc¢éo descrito de 4 ug/L (SEWRAM et al., 2000).

Martins et al. (2002) verificaram a ocorréncia simultdnea de patulina e citrinina,
micotoxinas produzidas principalmente por fungos Penicilium sp. e Aspergilus sp.,
respectivamente, em 351 podriddes de macd de diferentes cultivares, utilizando
Cromatografia em Camada Delgada para deteccdo e quantificagdo. O nivel de deteccdo
encontrado foi de 120-130 pg/kg para patulina e de 15-20 ug/kg para citrinina. Do total de
amostras, 68,6% estavam contaminadas somente com patulina, 3,9% somente com citrinina
e 19,6% contaminadas com patulina e citrinina simultaneamente.

Microextracdo em fase sélida (SPME) é uma técnica relativamente simples do ponto

de vista instrumental. Desenvolvida por Pawliszyn, sua forma original baseia-se na sorcdo
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dos analitos por uma fibra de silica modificada quimicamente, com posterior dessor¢céo
térmica dos analitos em um cromatografo a gas (LANCAS, 2004).

Kataoka et al. (2009) utilizaram o método da microextracdo em fase sélida (SPME)
acoplada a espectrometria de massa e cromatografia liquida para determinar a presenca da
patulina em sucos de fruta e amostras de frutas secas e verificou que o método mostrou-se
bastante sensivel para deteccdo da micotoxina. Embora existam outros métodos para
analisar a presenca de patulina, os autores escolheram esta técnica por ser um método no
qual o processo de extracdo é automatizado, proporcionando uma reducdo de tempo, além
de apresentar acuracia, precisdo e melhor sensibilidade que outras técnicas, como por
exemplo, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia eletrocinética miceliar por
exemplo.

Atualmente os métodos que envolvem biologia molecular tém sido aplicados no
estudo da detecgdo dos genes envolvidos na biossintese da patulina. O uso da Polymerase
Chain Reaction (PCR) tem atraido consideravel atengdo dos pesquisadores. Este método
permite a detecgcdo da presenca de genes da via metabdlica de sintese de qualquer
substancia téxica em amostras de culturas puras dos fungos em estudo ou mesmo em
aliementos contaminados com fungos toxigénicos.

Recentemente um grupamento de genes envolvidos na biossintese da patulina foi
isolado e apenas alguns genes relacionados a biossintese de patulina foram identificados. O
primeiro gene foi o0 acido 6-methylsalicylic sintase gene (6MSAS) de
P. griseofulvum (BECK et al.,1990; WANG et al.,1991). O gene que codifica a sétima enzima
da via, a isoepoxydon desidrogenase (IDH), foi isolado originalmente de P.
griseofulvum (FEDESHKO, 1992), e depois de varias outras espécies de Penicillium
(DOMBRINK-KURTZMAN, 2006; WHITE et al., 2006) e de B. nivea (DOMBRINK-
KURTZMAN, 2006; PUEL et al., 2007) sendo denominado idh.

Finalmente, genes que codificam enzimas citocromo P-450 envolvidas em duas
etapas da via de biossintese de patulina, foram isolados de Aspergillus clavatus, e
caracterizados por expressao heter6loga em leveduras (ARTIGOT, 2009).

Outro grupamento de 15 genes envolvidos na biossintese de patulina foi identificado
no genoma de A. clavatus. Todos os genes estdo localizados em uma regidao de 40 kb
(Figura 1.4). Os genes codificam enzimas necessérias para a biossintese da toxina, bem
como o fator regulador especifico e transportadores. Este grupamento contém trés genes
transportadores: um transportador ABC (ligacdo a ATP), um transportador MFS
(Superfamilia dos Facilitadores Principais) e um transportador de acetato. O grupamento

também contém genes para as enzimas: carboxil esterase (PatB), uma enzima alcool
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desidrogenase Zn-dependente (PatD), uma GMC (Glicose -metanol-colina) oxidorredutase
(PatE), um gene que codifica uma provavel decarboxilase exibindo um dominio conservado
com a amidohidroxilase amido conservada (PatG), dois genes (PatH e Patl) codificando
citocromos P450 (responséavel pela hidroxilagdo do m-cresol ao alcool m-hidroxibenzil e de
alcool m-hidroxibenzil ao alcool gentisil, respectivamente) compostos intermediarios da via
de sintese de tolueno que é um co-metabdlito da patulina, mas ndo um intermediario da via
sintética desta micotoxina) e um gene codificando a dioxigenase (PatJ) (ARTIGOT, 2009).

Neste mesmo grupamento de genes também estdo presentes o gene 6msas (Patk),
um gene do fator de transcricdo (PatL), o gene da desidrogenase isoepoxydon (PatN)
previamente isolado como gene idh, uma alcool isoamil oxidase descrita recentemente de P.
griseofulvum (PatO) e, finalmente, um gene que ndo tem nenhuma funcdo Obvia (PatF).
Alguns grupamentos génicos estdo presentes no genoma de algumas espécies que nédo
produzem patulina, tais como: P. chrysogenum, Talaromyces stipitatus e Aspergillus terreus.
(Figural.4)

Aspergillus terreus

Patk Pat!

Figura 1.4. Grupamento de genes da via de sintese da patulina em Aspergillus clavatus e
comparagao com outros grupos de genes envolvidos na sitese de metabdlitos secundarios
de outras espécies flngicas que apresentam alguns genes relacionados a producdo da
patulina (Fonte: Puel e Oswald, 2010). (Ver texto).

O fato destas Ultimas espécies ndo produzirem patulina pode ser explicado pela falta de
alguns genes fundamentais, a exemplo do gene 6msas em T. stipitatus ou gene idh em A.

terreus ou P. chrysogenum. Apesar de Varga et al. (2005) confirmarem que A. terreus ndo é
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uma espécie produtora de patulina, foi relatado previamente o isolamento do gene AtX que
codifica a enzima 6MSAS. O gene codificou uma enzima funcional que levou a formacéo de
6MSA apos expressdo heterologa em A. oryzae (FUJIIL1996). Em A. terreus, outra via de
biossintese, do acido terreico, precisa da atividade da acido 6-metilsalicilico sintase (READ,
1969). Como ocorre apenas um gene 6msas no genoma de A. terreus, é muito provavel que
este gene codifique uma enzima envolvida na biossintese de acido terreico nesta espécie.

Para a deteccdo da via metabdlica da patulina pelas técnicas moleculares Paterson
(2000) descreveu uma sequUéncia de primers para o gene da enzima isoepoxidon
dehidrogenase (idh) da via metabdlica de sintese para patulina de Penicillium sp. A partir do
estudo deste gene foi possivel detectar por PCR a presenca de fungo toxicogénico em
varios alimentos, principalmente de macgéa e péssego, concluindo que a identificagéo do gene
idh € um recurso para triagem de controle para fungos toxicogénicos.

A deteccéo e identificagdo rapida de fungos filamentosos tem se tornado uma area
importante dentro da micologia de alimentos visando ambos, 0 monitoramento do processo
de producdo e a identificagdo de fungos decompositores de alimentos. Desta forma, a
deteccdo por PCR especialmente de fungos toxigénicos tem ampliado o numero de
espécies fungicas estudadas, bem como de alimentos monitorados.

Pedersen et al. (1997) realizaram deteccdo de P. roqueforti e P. carneum em
amostras de queijos comerciais utilizando primers da regido ITS do DNA ribossomal
especificos para as espécies do subgénero Penicillium, obtendo ap6s amplificacéo
fragmento de DNA de 336pb. Os autores pesquisaram o0 gene em 52 isolados de 28
espécies do subgénero Penicilium e identificaram regides Unicas para cada,
individualmente, e para as espécies proximas dentro do subgénero.

Marek et al. (2003) desenvolveram um PCR para deteccdo de P. expansum
utilizando primers especificos (PEF e PER) a partir de sequéncia interna conservada do
gene (Pepgl) da enzima poligalacturonase (PKS), responsavel pela necrose do tecido do
fruto de macé infectada. Os autores observaram amplificacdo da banda de DNA de 400pb
em todos os isolados testados de P. expansum e ndo amplificacdo nas outras espécies de
Penicillium comuns em alimentos, tais como: P. chrysogenum, P. roqueforti, P. solitum, P.
notatum e P. commune.

Konietzny e Greiner (2003) publicaram uma importante revisdo sobre a aplicacédo da
PCR na deteccdo de fungos toxigénicos em alimentos. Os autores enfatizaram que a
deteccdo molecular auxilia a triagem de alimentos e derivados contaminados ao preceder a
andlise fisico-quimica convencional das micotoxinas, uma vez que apenas as amostras

positivas na deteccao devem ser analisadas por CLAE ou outra metodologia disponivel.
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Sendo assim, a PCR convencional ou multiplex pode ser aplicada para selecionar alimentos
de importancia econémica para o mercado exportador para auséncia de fungos produtores
de micotoxinas ou apés processamento. A PCR — multiplex € uma ferramenta de deteccgéo
que permite processar simultaneamente varias amostras para mais de uma micotoxina,
utilizando pares de primers espécie especifico numa mesma reagdo. Ja existem primers
para deteccdo de genes de vias metabdlicas de sintese de véarias micotoxinas, entre elas
aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona, ocratoxina e patulina.

Paterson (2004) relatou a presenca de inibidores de PCR provenientes do préprio
meio de cultura ao amplificarem o gene idh em amostras de culturas puras de fungo.
Segundo os autores além dos inibidores ja descritos tais como: acido humico, acido fulvico,
a propria patulina produzida e secretada pelo fungo pode ser inibidor, j& que a micotoxina
possui capacidade de ligar-se a enzimas e ao proprio DNA. Sendo assim, para driblar a
contaminacdo com inibidores de PCR foram realizadas diluicdes seriadas das amostras, e
as amostras que eram inicialmente negativas no PCR tornaram-se consistentemente
positivas apoés diluicdo. No entanto, algumas linhagens de Penicillium pertencentes as varias
secOes taxondmicas mantiveram-se negativas mesmo apos diluicdo seriada de 10 a 1000x,
indicando ndo possuirem o gene idh em seu genoma.

Paterson (2006) publicou revisdo sobre a identificacdo e quantificacdo de fungos
toxigénicos por PCR e observou que entre os artigos publicados até 0 momento nédo houve
qualquer resultado incoerente que resultasse em PCR para o gene idh negativo com a
deteccdo da patulina por CLAE positiva. Pois mesmo nas amostras inicialmente
inconsistentes, ao repetir a PCR com nova amostra de DNA, o gene idh era amplificado em
tal amostra.

Dombrink-Kurtzman (2006) observou diferencas entre as sequéncias do gene idh de
P. expansum e P. griseofulvum que foram correlacionadas a quantidade de patulina que
cada espécie pode produzir.

White et al. (2006) clonaram varios genes de Penicillium expansum, inclusive os
genes idh e o gene da enzima acido 6-metilsalicilico sintase (6-MSAS) de 470 pb. Além
disso, ainda foi clonado um fragmento de 715 pb de um suposto gene transportador ligante
de ATP, juntamente com parte de dois supostos genes do citocromo P450 monooxigenases
P-450 1 e P-450 2. A expressdo aumentada dos cinco genes foi observada em condicdes
permissivas para sintese de patulina no meio de cultura, indicando pela primeira vez que a
regulagcédo na biossintese de patulina em P. expansum € mediada ao nivel transcricional do
gene, sendo comum esse tipo de regulacdo em diferentes condigfes fisiologicas em fungos

toxigénicos.
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Puel et al. (2007) avaliaram o potencial de producéo de patulina em 19 linhagens de
duas espécies de Byssochlamys relacionando com a detec¢éo de dois genes envolvidos na
via biossintética da patulina, a saber: pks codante da enzima policetideo sintase e idh da
enzima isoepoxidon desidrogenase. Os autores observaram que as oito linhagens de
B. nivea apresentaram os dois genes e produziram patulina, enquanto nenhuma das 11
linhagens de B. fulva apresentaram os genes em estudo. Os autores concluiram que a
auséncia dos genes em B. fulva pode explicar a incapacidade de producdo de patulina por
essa especie flngica.

Paterson (2007) avaliou a especificidade da PCR usando o gene idh para associar a
taxonomia de espécies fungicas com producao de patulina. Foram estudadas 93 linhagens
de vérias espécies e o0s resultados mostraram que 17% das amostras analisadas
apresentaram um padrao de banda Unica de 600pb compativel com espécies produtoras de
patulina e amplicons com bandas multiplas de 400 a 500pb foram encontrados em espécies
nao produtoras de patulina.

Elhariry et al. (2011) identificaram que entre 34 isolados de Penicillium oito foram
provenientes de amostras de macas para fabricagdo de suco. Dezessete isolados foram
identificados como sendo P. expansum (2 originarios de macas aparentemente saudaveis e
12 de macads apodrecidas) utilizando-se primers para 0 gene da enzima PKS
(poligalacturonase). O suco fabricado com partes saudaveis das macas apodrecidas
apresentou patulina em analise por TLC (cromatografia de camada delgada). Desta forma,
0S autores enfatizaram a necessidade de maior rigor na selecdo de magés para
processamento, uma vez que a remocédo de partes apodrecidas nao elimina completamente
a patulina do fruto.

A andlise de microarranjos para regulacdo dos genes da biossintese patulina e de
outras micotoxinas foi desenvolvida por Schmidt-Heydt e Geisen (2007). Aplicag&o inicial
deste microarray demonstra que ele pode ser usado para estudar a influéncia dos
parametros de crescimento do fungo na regulagéo de genes e que pode ser utilizada para a
deteccdo do mRNA de genes de biossintese de micotoxinas no alimento. Esta abordagem
oferece novas possibilidades para o estudo da influéncia de parametros ambientais, como
substrato, temperatura, pH e atividade de agua sobre a ativacdo dos genes da biossintese

de micotoxinas.
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Resumo

O inhame é uma cultura de importancia econdmica e social para a regido nordeste do Brasil.
A producdo e exportacdo dessa Dioscoreaceae sdo igualmente afetadas por doencas e
pragas no campo e armazenamento, especialmente pela “podridao-verde”, causada pelo
fungo Penicillium sclerotigenum, microrganismo relacionado a producédo da micotoxina
patulina, um metabdlito secundario. Diante deste fato, foi proposto um estudo de detecc¢éo
do mencionado metabdlito, em amostras de tlberas comerciais de inhame da Costa, obtidas
na Central de Abastecimento (CEASA). Foram obtidos 32 isolados de Penicillium e
preservados por meio de trés diferentes técnicas, os mesmos foram utilizados para
inoculagdes artificiais de tuberas sadias. Ap0s o periodo de incubacédo, foram realizados
ensaios moleculares por meio de PCR para detec¢do do gene idh da via de sintese da
referida micotoxina, em trés amostras de DNA, a saber: 1- isolado flngico, 2- inhame
naturalmente infectado e 3- inhame artificialmente infectado. Foi realizado ainda ensaio
analitico por meio de CLAE nas referidas amostras. Os testes de PCR e CLAE foram
positivo independente dos trés de tipos de amostras utilizadas, em 65,6% indicando relacéo
entre presenca do gene idh no fungo ou inhame infectado, com produgdo da patulina. A
metodologia de PCR para detec¢cédo do gene idh em inhame infectado mostrou-se sensivel
(10 a 30ng de DNA total incluindo o DNA do fungo), reprodutivel (obtencdo de mesmo
resultado em diferentes reacbes de PCR para as mesmas amostras) e especifico para
deteccdo de espécies toxigénicas em inhame, por ter sido positivo apenas para P.
sclerotigenum e negativo para outras espécies de Penicillium que infectam o inhame e que

até o momento néo foram registradas no Brasil.

Palavras-Chave: Penicillium, tabera, toxina, PCR, CLAE, gene idh.

Abstract

The yam is crop of high economic and social value to the populations living in the northeast
of Brazil. The production and exportation of this Dioscoreaceae are directly affected by
diseases and parasites, especially the "green-rot", caused by the fungus Penicillium
sclerotigenum microorganism related to the production of the mycotoxin patulina, a
secondary metabolite. Considering this fact, it was proposed a study on detection of the
mentioned mycotoxin in samples of yam tubers of the variety da Costa, collected in Central
Market (CEASA). After obtaining the purified fungus isolates, they were preserved by means

of three different techniques. After that, health yam tubers under aseptic conditions were
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artificially inoculated. Aftwer the incubation period, molecular tests were performed using
PCR test for the gene idh present in pathway of synthesis of the patulin in three samples of
DNA, as follows: 1-fungal isolate, 2- yams naturally infected and 3- artificially inoculated. Test
was also carried out by analytical HPLC in these samples. The PCR test and HPLC were
positive in all three type independent of samples used in the experiments in 65%, indicating
relationships between the presence idh gene in the fungus or infected yam tubers and
production of patulin. The PCR methodology for detection of gene idh in yam infected
(naturally and artificially) with P. sclerotigenum was sensitive (10 to 30ng of total DNA
including the DNA of the fungus), reproducible (obtaining the same result in different PCR
reactions for the same samples) and specific for detection of Penicillium mycotoxigenic
species in yam, for being only positive for P.sclerotigenum and negative for other Penicillium

species that infect yam so far not reported in Brazil.

Keywords: Penicillum, tuber, toxin, PCR, HPLC, gene idh.

1. Introducéao

A cultura do inhame alcanga no Nordeste brasileiro grande importancia sécio-econdmica, e
suas tuberas poderdo contribuir na solugdo do problema da demanda reprimida de
alimentos, como também na geracdo de emprego e renda aos pequenos produtores
(Santos, 2002). Os dois tipos de inhame mais usados na alimentagdo no Brasil séo
comercializados nas Centrais de Abastecimento (CEASA), feiras livres e supermercados,
com carregamentos oriundos dos estados produtores, em funcéo das épocas de producéo.
Os exportadores possuem infra-estrutura prépria, diferenciada, para ac¢des de “packing

house” que envolvem a selegao, tratamento fitossanitario, embalagem e armazenamento.

Entre os problemas fitossanitarios mais importantes que podem restringir sobretudo o
comércio exportador do inhame da Costa, encontra-se a podriddo-verde, doenca do tipo
poés-colheita, de alta severidade, que incide sobre tuberas comerciais e sementes do

inhames da Costa (Dioscorea cayenennsis) cujo agente etiolégico € Penicillium

sclerotigenum (Moura, 2005).

Em geral, o primeiro sintoma perceptivo da podridao-verde do inhame é uma pequena
mancha Umida, sempre associada a ferimento na tubera. Nessa fase o patdgeno ja
penetrou e encontra-se colonizando os tecidos internos, originando uma lesédo profunda,

umida, de coloracdo marrom (Moura,1976). Cortando-se transversalmente taberas com os
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sintomas descritos da periferia para a parte interna, verifica-se necrose dos tecidos, com
aspecto de podriddo umida, de coloracdo marrom, que se estende a alguns centimetros do
raio da lesdo, semelhante ao observado em meio de cultura, quando do isolamento do
fungo. A podridédo evolui rapidamente e em pouco tempo toda a tubera fica comprometida,
tornando-se imprestavel para o consumo humano (Santos,1996). A fase de reproducéo do
patdgeno tem inicio com o aparecimento sobre a lesdo de uma camada de cor verde,
formada por conidioforos e conidios. Mais tarde, ao iniciar a saprogénese, P. sclerotigenum
pode produzir grande quantidade de esclerdcios dentro dos tecidos colonizados, j secos,
sendo a presenca dessas estruturas uma das principais caracteristicas do fungo.

Penicillium sclerotigenum foi descrito no Japdo (Yamamoto et al., 1955) causando podridao
em tlberas de inhame chinés (Dioscorea batatas Dec.). Moura et al. (1976) fizeram
descri¢cdo morfologica de P. sclerotigenum em Pernambuco, Brasil.

Frisvad e Samson (2004) durante a revisdo de Penicillium subg. Penicillium levando em
consideracdo as caracteristicas morfofisiolégicas, nutricionais e moleculares agruparam P.
sclerotigenum na série Expansa, formada pelas espécies P. expansum e P. marinum
Frisvad e Samson. Nesta série as espécies apresentam conidiéforos bi ou triverticilados,
conidios subglobosos, ramos longos com parede lisa, ocasionalmente rugoso em meio de
cultura MEA (extrato de malte agar). As trés espécies da série Expansa apresentam
colénias com aparéncia gerais semelhantes e producdo de patulina, roquefortina C e
geosmina.

Dentre as espécies do subgénero Penicillium que ja foram assinaladas associadas a
podriddo em inhame, P. sclerotigenum destaca-se por ser a mais freqlente e virulenta no
mundo (Okigbo, 2004). Outras espécies de Penicillium foram identificadas na Nigéria como
agentes etiolégicos de podriddes em inhame, mas ainda ndo foram assinaladas no Brasil
sendo essas: P. chrysogenum Thom, P. expansum (Link) Thom, P. italicum Wehmer e P.
oxalicum (Okigbo, 2004).

Por se tratar de uma espécie do género Penicillium, género reconhecidamente produtor de
antibidticos, possivelmente algum metabdlito secundario com atividade antimicrobiana
poderia ser isolado de P. sclerotigenum, sendo esta indicacéo confirmada com o trabalho de
Clarke e Mckenzie (1967). Esses autores identificaram a producdo de griseofulvina em
extratos de micélio de isolados de P. sclerotigenum, apés bioensaio com Botrytis allii Munn.
Outras espécies de Penicillium também produzem griseofulvina, sendo a principal P.
griseofulvum Dierckx.

Outras substancias de importancia médica, além dos antibidticos, e produzidas por varias

espécies do género Penicillium, sdo as micotoxinas. Estas sdo produtos naturais de baixo
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peso molecular, produzidas como um dos metabdlitos secundarios durante o crescimento de
fungos flilamentosos. Dentre as varias micotoxinas identificadas e que apresentam efeitos
toxicos para homens e animais, a patulina é a mais importante sendo produzida, nao
exclusivamente, por P. sclerotigenum (Frisvad et al., 2004).

A patulina foi isolada na década de 40 a partir de P. patulum Bainier (P. griseofulvum),
sendo produzida por mais de 60 espécies de fungos distribuidos em 30 géneros (Moake et
al., 2005). Durante a década de 50 foi comprovado que a patulina, além de apresentar
atividade antimicrobiana, antiviral e antiprotozoaria, também era tdxica a plantas e animais,
sendo classificada em 1960 como micotoxina. Hoje, P. expansum Link, que causa podridao
em maca, péra, cereja e outras frutas, € reconhecidamente uma das espécies que produz
patulina mais comuns de Penicillium (Benett e Klich, 2003). Nos animais a patulina possui
efeito hepatotoxico, afeta rins, baco e cérebro. No homem, apresenta provavelmente agéo
carcinogénica, mutagénica, teratogénica e fetotoxica (Gongalez et al., 2001). Patulina &
comum em sucos de frutas (especialmente macgéd e péssego) (Andersen et al., 2004), uva
(Abrunhosa et al. 2001), entre outros alimentos.

Penicillium sclerotigenum é reconhecido como produtor ndo apenas de patulina, mas
também de roquefortina C e D, moléculas que, originadas de triptofano, histidina e terpeno
(DMA-dimetialil), apresentam potencial farmacéutico com atividade antibiotica e podem ser
neurotoxicas (Frisvad e Filtenborg, 1990). Além da producéo de patulina e roquefortina C e
D, P. sclerotigenum ainda produz gregatinas, moléculas consideradas fitotoxinas e com
potencial acdo antibiética (Samson et al., 2004), todas essas substancias sendo produzidas
em meio de cultura, ndo sendo descrita ainda detec¢do no inhame.

Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi detectar em inhames com podridao-verde a
presenca do gene idh por PCR e da micotoxina patulina por CLAE.

2. Material e Métodos

2.1 Isolamento e Preservagéo

As tuberas de inhame com sintomas de podriddo-verde e, portanto, naturalmente infectadas
com Penicillium spp. foram coletadas de feiras livres e na Central de Abastecimento de
Pernambuco e utilizadas para isolamento do fungo e extracdo da patulina, a partir de
fragmentos da regido da lesdo. Para desinfeccdo superficial com finalidade de obter
culturas puras de P. sclerotigenum utilizou-se &lcool etilico 50% e hipoclorito de sédio 2%
diluido 1:3. Em seguida, os fragmentos foram lavados em &gua destilada estéril e

plagueados em meio de cultura CYA [Czapek Yeast Autolysate — NaNO; (0,3%), extrato de
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levedura — Difco (0,5%), sacarose (3,0%), K;HPO,. 3H,0 (0,13%), MgS0O,. 7H,O (0,05%),
KCI (0,05%), FeSO,. 7H,0 (0,001%), CuSO,. 5H,0 (0,0005%), ZnSO,. 7H,0O (0,001%), Agar
(1,5%)] e incubados por 5 dias. A identificacdo da espécie de Penicillium seguiu metodologia
estabelecida por Frisvad e Samson (2004), utilizando-se caracteristicas macroscopicas
(crescimento nos meios de cultura CYA, MEA [Blakeslee Malt Extract Autolysate - extrato de
malte (3,0%), peptona (0,1%), glicose (2,0%), CuS04.5H,0O (0,0005%), ZnS0O,.7H,0O
(0,001%), Agar (2,0%)] e YES (Yeast Extract Sucrose — extrato de levedura (2,0%),
sacarose (15,0%), MgS0O,.7H,0O (0,05%), CuS0O,4.5H,0 (0,0005%), ZnS0O,.7H,O (0,001%),
Agar (2,0%)] e microscopicas, bem como a principal caracteristica da espécie do subgénero
Penicillium, producdo de estrutura de resisténcia esclerécio. Todos os isolados foram
preservados em subculturas periddicas, em tubos de ensaio contendo meio CYA, em 6leo
mineral esterilizado, a temperatura ambiente e, também, em agua destilada esterilizada, a
4°C (Figueiredo, 2001).

2.2 Colecéao de Culturas de Penicillium sp.

Isolados de outras espécies de Penicillium e uma de Aspergillus foram utilizadas nos
ensaios de PCR e cedidas pela Colecédo de Culturas URM — UFPE — Recife, a saber: P.
expansum Link (331 URM), P. chrysogenum Thom (3754 URM), P. oxalicum Currie & Thom
(4254 URM) e Aspergillus niger (4709 URM). Todas essas espécies ja foram citadas na

literatura como possiveis causadores de podriddo-verde em inhame.

2.3 Infeccéo Artificial de Inhame com Penicillium sclerotigenum

As tuberas de inhame foram lavadas e desinfectadas com hipoclorito de sddio diluido 1:3
por 1min. Em seguida, foram seccionadas e secas a temperatura ambiente e inoculadas
com discos de micélio dos isolados de P. sclerotigenum cultivados em meio CYA por sete
dias. Cada rodela inoculada foi aconcidionada em camara umida por 20 dias para o

desenvolvimento da podriddo-verde (Menezes e Assis, 2004).

2.4 Extracdo de DNA

Para obtencdo da massa micelial com finalidade de extracdo de DNA gendmico dos fungos,
seja a partir de culturas puras ou de inhame naturalmente ou artificialmente infectados, foi
realizado cultivo em meio liquido CY (mesma composicdo do meio CYA, sem o Agar),
durante seis dias a temperatura de 28°C e processados conforme descrito em Oliveira et al.
(2007), separando-se a massa micelial do meio CY por meio de filtragdo em papel de filtro

esterilizado e em seguida retirando-se 0 excesso de agua do micélio ao prensar 0 mesmo
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entre folhas de papel de filtro. Em seguida, o micélio foi congelado e preservado a -20°C até
0 processamento de todas as amostras. Para extracdo de DNA das amostras de culturas
puras do fungo e amostras de inhame natural ou artificialmente infectado pelo fungo. Os
métodos testados foram: Raeder e Broda (1985), que utilizou fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico/etanol e o método Asemota (1995) utilizando-se mercaptoetanol/ acetato de
potassio/ isopropanol. Os DNAs extraidos foram separados em gel de agarose a 1%
corados com syber safe (Invitrogen, BR) e visualizados em transiluminador de luz azul

(Invitrogen, BR).

2.5 PCR (Reac¢éo de Cadeia de Polimerase)

A amplificacdo do gene idh da enzima chave da via de sintese da patulina, isoepoxidon
desidrogenase, foi realizada utilizando-se os primers IDH1 e IDH2, cujas sequéncias sao
respectivamente, 5’ - CAA TGT GTC GTACTG TGC CC -3",e 5 - ACCTTC AGT CGC TGT
TCC TC - 3, gerando um produto de amplificacdo de 600 pb (Paterson et al., 2003). O Mix
da PCR utilizado para volume final de reacdo de 25uL foi: 0,2uM de mix de dNTPs, 0,5 pM
de cada primer (IDH 1 e IDH2), 1,5mM de MgCI2, 1x do Tampéo da enzima e 0,5U de Taq
polimerase e aproximadamente 10 - 30 ng de amostra de DNA. Para a otimizagdo da PCR
foi realizada curva de primer (0,2uM a 0,5 pM). A amplificacdo do gene idh ocorreu no
termociclador Biocycler MJ96G nas seguintes condi¢des: 94°C por 1 min, 52°C por 45 s,
72°C por 1 min por 30 ciclos (Paterson et al., 2003). Este processo ocorreu precedido de um
passo inicial de desnaturacéo de 94°C por 3 min e finalizado com extensdo final de 72°C por
5 min. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% corado com syber

safe e observados em transiluminador de luz azul.

2.6 Extracao da patulina e analise por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
A patulina foi extraida de todas as amostras utilizando-se cloroférmio, a partir de adaptacéo
do protocolo descrito por Svendsen e Frisvad (1994). As amostras extraidas foram: isolados
de P. sclerotigenum e inhames naturalmente e artificialmente infectados com esse fungo. O
processo de extragdo da patulina nos isolados do fungo foi realizado utilizando-se 1g de
micélio de culturas crescidas em meio liquido YES. Para a extracdo de inhame infectado foi
retirado pequeno fragmento do local da lesdo (1g). Ap6s maceracdo em cadinho, as
amostras do fungo ou do inhame foram, colocados em erlenmyers contendo 50mL de
cloroférmio e mantidos a 0°C por 24h com agitacdo manual em intervalos irregulares. Em

seguida, as amostras foram filtradas com papel de filtro para obtencdo do extrato e o volume
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de cloroférmio foi evaporado em capela de exaustdo de gases e em seguida o extrato foi
transferido para frascos de vidro. Os extratos obtidos foram filtrados em membrana de
0,22um e injetados (10uL) no CLAE (Shimatzu, coluna de 25/C18 NST C-18 250 mm x 4,6
mm; fase mével acetonitrila:dgua 95:5 v/v; taxa de fluxo 1 ml/min; comprimento de onda 275
nm). Foi utilizada como amostra padrdo a patulina (Sigma) preparada em metanol na
concentragao de 1mg/ml a partir da qual foi feita a curva de calibragdo com concentragéo
variando entre 62,5 pg/ml até 1mg/ml. Foram consideradas positivas todas as amostras que
apresentaram pico (area) proximas ao tempo de retencéo do padréo de patulina.

3.0 Resultados e Discusséao

3.1 Isolamento fangico

A partir das amostras de tuberas de inhame da Costa e Sdo Tomé com sintomas de
podridao-verde (Figura 2.1A), coletadas e oriundas de diferentes Estados brasileiros, foi
obtido um total de 32 isolados de Penicillium sp. Os dados macroscdpicos e microscépicos
obtidos confirmaram a identificacdo dos isolados como pertencentes a espécie P.
sclerotigenum. Os isolados de P. sclerotigenum nos meios de cultura CYA, MEA e YES
cresceram com diametro da colonia acima de 40mm, aos sete dias a 25°C (Figura 2.1C),
conforme estabelecido por Frisvad e Samson (2004) para identificagdo da espécie. A
maioria dos isolados produziu pigmento marrom soltvel, quando em meio CYA. A producdo
de esclerécios ocorreu em todos os isolados nos meios MEA e CYA, sendo mais intensa
nas culturas contendo meio CYA inclinado (Figura 2.1E) do que em placa de Petri. Esta
caracteristica € importante diferenciadora da espécie P. expansum (Figura 2.1E). Oliveira
(2005) observou variabilidade das colonias de P. sclerotigenum em meio CYA e classificou
guatro grupos morfolégicos distintos, com base na aparéncia das colbnias, (grupo I, col6énias
de micélio com textura aveludada verde cinza azulada, com pequena area sub marginal
clara, reverso marrom oliva; grupo morfolégico Il micélio nas mesmas coloracdes de frente e
reverso que o grupo |, porém com textura floculosa; grupo Il apresentou micélio floculoso,
com pouca area central verde, e extensa area sub marginal clara; grupo morfologico IV
possuiam micélio com cor e textura semelhantes ao grupo |, porém apresentou ainda estrias
radiais, partindo do centro da colbnia, e areas sub marginais claras e concéntricas), sem
correlagdo com atividade enzimética do micélio ou mesmo origem de isolamento dos fungos.
Todos os grupos morfolégicos apresentaram intensa producgéo de esclerocios.

Dentre os 32 isolados estudados nesse trabalho, o grupo morfoldgico | e Il foram os mais

freqUentes, corroborando com os dados encontrados por Oliveira (2005) que observou maior
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frequéncia também do grupo |, sendo possuidor das caracteristicas tipicas das coldnias de
P. sclerotigenum em CYA, segundo descreveram Frisvad e Samson (2004). Neste grupo,
ficaram os isolados cujas col6nias apresentaram micélio com textura aveludada nos meios
CYA e MEA, cor verde cinza azulada, com pequena area sub marginal clara, reverso cor
marrom oliva. O grupo lll apresentou micélio floculoso, com pouca area central verde, e
extensa area sub marginal clara. Essa variabilidade morfoldgica com quatro grupos distintos
gue foi descrita por Oliveira (2005) para P. sclerotigenum, ressalta, em importancia, por ser
essa espécie pertencente a mesma série Expansa, subgénero Penicillium da qual faz parte
também P. expansum, cuja variabilidade morfologica ji foi descrita (Berny e Hennebert,
1985).

As culturas puras dos 32 isolados de P. sclerotigenum apresentaram em meio MEA micélio
densamente entrelagado, com conidiéforos bi e triverticilados assimétricos, com
predominancia do primeiro (Figura 2.1D); ramos lisos e rugosos, predominando o segundo
tipo; conidios em cadeia, com superficie lisa, formando pequenos pincéis, tipicos do género,
duas a cinco metulas com uma a seis fialides; escler6cios gregarios ou algumas vezes
isolados, globosos ou elipséides, castanhos a marrom escuro.

A distribuicdo geogréfica dos isolados de P. sclerotigenum dentre os 32 obtidos foi: 27
(87,5%) a partir de Dioscorea cayennensis (inhame da Costa) provenientes dos estados de
PE (24), Sao Paulo (1), Distrito Federal (1), Rio Grande do Norte (1); 4 (12,5%) isolados de
D. alata (inhame Sao Tomé) oriundos de Ronddnia (1), Maranh&o (2) e Mato Grosso (2).
Cada isolado recebeu a sigla do estado de origem.

E importante a determinacéo da distribuicdo de P. sclerotigenum no Brasil, pois, além das
perdas naturais impostas a cultura do inhame, esse patégeno também pode causar podridao
em outras culturas, a exemplo de macéd, péra e banana, conforme demonstraram em

infeccao artificial Oliveira et al. (2006).

3.2 Preservacdo das culturas e Colecédo de Culturas de Penicillium sp

A preservacdo dos isolados de P. sclerotigenum e das outras espécies de Penicillium e
Aspergillus provenientes da cole¢cdo de culturas URM foi realizada por trés métodos
comumente utilizados em micologia, a saber: subculturas periddicas, em tubos de ensaio
contendo meio CYA, coberto com Oleo mineral esterilizado, a temperatura ambiente e,
também, em agua destilada esterilizada, a 4°C. No entanto, Santos et al. (2002) avaliaram a
influéncia de varios métodos (subcultura periédica, 6leo mineral, manutencdo a 4°C, silica
gel e liofilizagdo) e meios de cultura (YES e agar suco de uva) na preservacao de P.

expansum frente a producdo das micotoxinas patulina e citrinina. Os autores observaram
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que a producdo de citrinina foi estavel apés 12 meses de preservacdo independente do
método de preservagdo e meio de cultura utilizado. Enquanto que a produgéo de patulina foi
influenciada pelo meio de cultura e método de preservagdo. O método de preservagdo que
manteve a estabilidade de producéo de patulina pelos isolados foi a liofilizagdo e o meio de
cultura Agar suco de uva. Apos 12 meses a producao da patulina ndo foi detectada nos 10
isolados preservados em Oleo mineral independente do meio de cultura. No entanto,
considerando que todos os 32 isolados de P. sclerotigenum serdo depositados na Colecéo
de Culturas Fungicas (Micoteca) do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, cadastrada no CMI (Comnonwealth Mycological Institute, Inglaterra) com a

sigla URM (University Recife Mycology), fica assegurada a preservacao por liofilizacao.

3.3 Extracdo de DNA e PCR em Penicillium sclerotigenum e inhame com podridao-
verde

Foram testados inicialmente dois protocolos de extragdo de DNA total do fungo a partir de
culturas puras e inhame infectado, seja naturalmente ou artificialmente. O rendimento médio
obtido nas extracdes de DNA de isolados do fungo pelo método de Asemota (1995) foi de 10
ng/uL com variagcdo de 5 a 20 ng/uL e pelo método de Raeder e Broda (1985) foi em média
de 15 ng/pL com variacdo de 10 a 30 ng/puL. Para a extracdo de DNA de P. sclerotigenum
presente no inhame infectado houve um rendimento menor para ambos os métodos de
extracdo. Ainda assim, tanto na extracdo de isolados fungicos, quanto de inhame infectado,
o DNA obtido pelo método de Asemota (1995) estava mais integro embora em menor
guantidade e com alto peso molecular. Foram extraidos DNAs gendmicos de outras
espécies de Penicillium e o resultado foi semelhante ao encontrado para a extracdo de
isolados fungicos.

A amplificagdo do gene idh foi realizada em duplicatas e em momentos diferentes, processo
que foi utilizado para testar a reprodutibilidade do ensaio e evitar falsos negativos. Foi
realizada ainda uma curva de primer com concentra¢des variando de 0,1 a 0,5uM e
observou-se que a partir de 0,2 uM houve amplificagdo do gene idh.

Foram obtidas amplificagbes a partir de 10ng de DNA né&o purificado para 25uL de reacdo
em ambas as amostras, de forma que fixou-se um intervalo entre 10 e 30ng, embora
amplificacdes tenham ocorrido com 50ng de DNA total. Paterson et al. (2003) utilizaram 50 a
100ng de DNA purificado de culturas puras de P. roqueforti e P. expansum para detec¢éo do
gene idh.

Nesse trabalho foram utilizadas amostras de DNA do fungo e de inhame sem prévia

purificacdo e em menor quantidade diminuindo a possibilidade de existéncia de inibidores da
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PCR. Paterson (2004) relatou a presenca de inibidores de PCR provenientes do préprio
meio de cultura ao amplificarem o gene idh em amostras de culturas puras de P. expansum.
Segundo os autores além dos inibidores ja descritos tais como: acido hamico, acido fulvico,
a propria patulina produzida e secretada pelo fungo pode ser inibidor, j& que a micotoxina
possui capacidade de ligar-se a enzimas e ao proprio DNA. Sendo assim, para minimizar a
contaminacdo com inibidores de PCR foram realizadas diluigbes seriadas das amostras, as
quais inicialmente eram negativas no PCR e ap0s diluicdo tornaram-se consistentemente
positivas. No entanto, algumas linhagens de Penicillium pertencentes as varias Secdes
taxondmicas do subgénero Penicillium mantiveram-se negativas mesmo ap06s diluicdo
seriada de 10 a 1000x, indicando ndo possuirem o gene idh em seu genoma (PATERSON,
2004).

Houve amplificag&o do gene idh por meio do DNA obtido por ambos os métodos de extragcédo
gquando este DNA foi originario de isolados flngicos, contudo o método de Raeder e Broda
(1985) mostrou-se ineficiente para a amplificacdo do gene quando o DNA obtido foi de P.
sclerotigenum em infec¢cdo natural e artificial no inhame, possivelmente por permitir a
remanescéncia de inibidores diversos de amplificacdo. J& o DNA obtido pelo método de
Asemota (1995) possibilitou a amplificacdo do gene tanto de culturas puras do fungo quanto
de inhame infectados natural e artificialmente (Figura 2.2 A e 2.2B).

O protocolo de Asemota (1995) mostrou-se eficiente principalmente porque as amostras de
DNA apés extracao foram usadas diretamente na PCR e amplificaram sem prévia etapa de
purificacdo, tanto para o DNA de fungo quanto inhame com podriddo-verde. Esses
resultados sao inéditos na deteccdo de fungo toxigénico (P. sclerotigenum usando o gene
idh) em inhame, uma vez que todos os alimentos analisados até o momento pela PCR foram
frutas e sucos industrializados.

O resultado da PCR de outras espécies de fungo que ja foram descritas na literatura
causando podriddo em inhame, mas que ndo ocorrem no Brasil e nem produzem patulina,
com excecdo de P. expansum, mostrou que as espécies P. chrysogenum, A. niger, P.
oxalicum e P. citrinum ndo apresentaram o gene da patulina em seu genoma, corroborando
com os resultados encontrados para estas espécies por Paterson et al. (2007). (Figura 2.3)
Dentre os 32 isolados de P. sclerotigenum avaliados para a presenca do gene idh, 24(75%)
apresentaram-se positivos com banda Unica de 600pb. E quando a detec¢éo foi no inhame
artificialmente infectado com os mesmos 32 isolados a deteccdo aumentou para 29
(90,75%) de positividade. Esses resultados mostraram a aplicabilidade da PCR para a
triagem de P. sclerotigenum toxigénico e corroboraram com os dados de Paterson et al.

(2007) que ao avaliar a especificidade da PCR usando o gene idh para associar a taxonomia
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de espécies fungicas com producéo de patulina, encontrou 92,3% (24) de positividade para
isolados de P. expansum e 17% (26) de positividade dentre as 93 linhagens de varias
espécies do subgénero Penicillium, todas com padrdo de banda Unica de 600pb compativel
com espécies produtoras de patulina. Amplicons com bandas mudltiplas de 400 a 500pb
foram encontrados em espécies ndo produtoras de patulina dentro dos géneros Aspergillus
e Byssochlamys.

Para as 22 amostras de DNA de inhame naturalmente infectado com P. sclerotigenum, a
positividade da PCR foi menor 9 (40,9%) quando comparada a infeccdo artificial 29
(90,75%), possivelmente devido a diminuicdo da presenca do fungo (micélio) com o tempo
de infeccdo e por ndo se ter essa informacdo no momento da coleta da tubera. Além disso,
existem 0s microrganismos inibidores naturais aderidos ao solo da tibera competindo com
P. sclerotigenum (Okigbo, 2004).

A menor sensibilidade da PCR em detectar amostras positivas em inhame naturalmente
infectado pode ainda estar associada a inibicAo da PCR pela presen¢a de substancias
presentes no tecido vegetal ou mesmo pela presenga excessiva da patulina no local da
lesdo do inhame, pois fragmentos do mesmo local da podriddo do inhame foram utilizados
para a extracdo de DNA e para a extracdo de patulina. Essa possibilidade pode explicar o
resultado negativo na PCR do isolado PEOS8 (tabela 1) e a maior contaminag¢do com patulina
em inhame (5,5mg/g de inhame - les&o) ter sido encontrada na amostra naturalmente
infectada (PE08) (dados ndo mostrados). Além disso, a toxicidade da patulina esta
relacionada a habilidade em alquilar varias enzimas e inibir a transcricdo por ligacédo direta
com o DNA, sugerindo afetar a PCR, segundo Paterson (2004).

Konietzny e Greiner (2003) publicaram uma importante revisdo sobre a aplicacdo da PCR na
deteccdo de fungos toxigénicos em alimentos. Os autores enfatizaram que a deteccdo
molecular auxilia a triagem de alimentos e derivados contaminados ao preceder a analise
fisico-quimica convencional das micotoxinas, uma vez que as amostras positivas na
detecgdo devem ser analisadas por CLAE ou outra metodologia disponivel. Sendo assim, a
PCR convencional ou multiplex pode ser aplicada para selecionar alimentos de importancia
econdmica para o mercado exportador para auséncia de fungos produtores de micotoxinas

ou apds processamento.

3.4 Extragao da Patulina e CLAE de inhame com podriddo-verde
Diante dos limites legais do Brasil para concentracdo de patulina em alimentos que € de
50ug/Kg (ANVISA, 2011) bem com tomando-se como referéncia para todos os estudos

realizados com macgé e derivados, os limites estabelecidos pelos paises pertencentes a
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Unido Européia que sédo de 10ug/kg para alimentos para infantis e de 50ug/kg para sucos e
derivados de macés para alimentacéo adulta (Celli et al. 2009).

Tanto para isolados fungicos quanto para inhame o cloroférmio extraiu mais patulina do que
o metanol. O tempo de retencdo da patulina da amostra padréo foi de 9,8 min. As amostras
avaliadas foram consideradas positivas a partir da presenca de pico (area) e tempo de
retencdo comparados ao padréo.

A deteccéo qualitativa de patulina em inhame realizada neste trabalho, tanto em amostras
naturalmente infectadas ou artificialmente, restringiu-se a area com presenca
sintomatolégica de podridao-verde (presenca de micélio do fungo e tecido de coloracdo
marrom no inhame). Nao foi avaliada nesse trabalho a dispersdo da patulina em inhame,
além do local da lesdo. A capacidade de difusdo da patulina para além da area de tecido
infectado tem sido relatada em macas (Taniwaki et al., 1992; Rychilik e Schieberle, 2001), e
tomates (Rychilik e Schieberle, 2001), o que tem mostrado que o coeficiente de difusdo da
patulina é maior quanto maior o teor de agua. Em macas onde o teor de agua € de 84% a
patulina difunde-se 1cm (Taniwaki et al., 1992) a 2cm (Rychilik e Schieberle, 2001) por entre
o tecido sadio, ja em tomates onde o teor de agua é de 95% a patulina difunde-se por todo o
tomate. A partir de tais dados e tomando como referéncia o teor de &gua em inhame que é
de 73% (Santos, 2002), sugere-se que a difusdo da patulina em inhame seja menor que
2cm para além do tecido com caracteristicas sintomatolégicas de podridao-verde. Marin et
al., (2006) avaliaram o grau de contaminagdo por patulina em macas infectadas com P.
expansum e armazenadas a temperatura ambiente por 5 dias e sua relacdo com a cultivar,
grau de maturacdo, tamanho das leses e capacidade de difusdo no tecido sadio. A difusdo
da patulina ocorreu quanto maior foi o tamanho da lesdo, chegando a 4cm, mas
concentrada num diametro de 1,5cm da lesdo. Os autores sugeriram que a remoc¢do do
tecido afetado e tecido sadio préximo é uma pratica razoavel de prevencdo de toxina em
derivados de maca.

Um habito, em geral, comum dos consumidores ao comprarem inhame com podridao-verde
€ cortar a parte ruim (externamente de cor verde e internamente de cor marrom), método
fisico de remocgéo de micotoxinas do alimento a ser consumido, e cozinhar a polpa branca.
Com base nas informagfes supracitadas acerca da difusdo da patulina em inhame, sugere-
se que o corte para remocdao fisica da patulina seja realizado acima de 2 cm além da area
lesionada, ainda sim sem garantia de eliminagdo da micotoxina, e assim diminuir o risco de
consumo de inhame contaminado com patulina. O risco & saude publica devido a exposicéo
a patulina produzida por P. sclerotigenum é ainda maior, pois in vitro Oliveira et al. (2006)

testaram a capacidade de P. sclerotigenum infectar e se estabelecer em outra espécies
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botanicas, além do género Dioscorea, sendo susceptiveis dentre as espécies testadas:
maca, banana, péra e beterraba. Essas possibilidades de infeccdo sugerem pesquisas da
concentracdo de patulina em tais alimentos.

A producdo de patulina foi evidenciada em todos os trés tipos de amostras analisadas
(Figuras 2.4 e 2.5), sendo o inhame naturalmente infectado o que apresentou maior
positividade 13 (59,1%) (Tabela 1), enquanto que a deteccdo nas amostras de inhame
artificialmente infectado 11 (34,4%) e isolado fangico 8 (25%) foram menores talvez devido
as condicbes laboratoriais para producdo da patulina, pois o gene idh foi detectado em tais
amostras, com 90,7% (29) e 75% (24) respectivamente.

Dombrink-Kurtzman (2006) observou diferencas entre as sequéncias do gene idh de
P. expansum e P. griseofulvum que foram correlacionadas a quantidade de patulina que
cada espécie pode produzir, independente das condigbes laboratoriais, sendo que
P. griseofulvum chegou a produzir patulina na ordem de 1,9 mg/ml, enquanto que a principal
espécie contaminante de magd, P. expansum produziu até 0,2 mg/ml.

A concentracdo maxima de patulina encontrada no inhame com podriddo-verde no local da
lesdo considerando amostra naturalmente infectada foi 5,5mg/g de inhame (peso Umido).
Concentracdes de patulina em niveis tdo altos foram encontrados também por Steine et al.
(1999) que demonstraram presenca de 0,5 a 2,5 mg/L de patulina em sucos de macas
quando processadas com frutas deterioradas. Martins et al. (2002) avaliaram por TLC a
ocorréncia simultdnea de patulina e citrinina em 351 amostras de macas deterioradas e
entre as amostras a contaminacdo de patulina na cultivar Richared chegou a 80mg/kg de
peso, confirmando alto risco para a saide humana o consumo de derivados de magéas que
ndo sejam devidamente selecionadas.

As amostras de inhame naturalmente infectadas apresentaram mais positividade para a
patulina por CLAE do que no PCR (Tabela 1) possivelmente devido a escassez de micélio
de P. sclerotigenum na tubera (essencial para a extracdo de DNA e PCR) enquanto que o
produto do metabolismo dele (patulina) permanece na tibera, mesmo na auséncia do fungo,
principalmente considerando que numa infecgdo natural ndo se tem informacéo sobre o
tempo de infec¢éo.

Dentre os 32 isolados brasileiros de P. sclerotigenum estudados 21 (65,6%) foram
consistentemente positivos para a presenca do gene idh e para a producédo da patulina em
amostras de inhame (Tabela 1), fato que corrobora com os resultados encontrados por
Paterson et al. (2003) 66% de concordancia ao aplicar as duas técnicas (PCR e CLAE) em
P. expansum em amostras de macas, demonstrando a alta aplicacdo da associacdo das

duas técnicas. Varga et al., 2003 observaram alta correlacdo (81%) entre a deteccdo do
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gene idh e a producao de patulina por CLAE entre espécies do género Aspergillus secdo
Clavati.

Paterson (2006) publicou revisédo sobre a identificacdo e quantificagéo de fungos toxigénicos
por PCR e observou que entre os artigos publicados até 0 momento ndo houve qualquer
resultado incoerente que resultasse em PCR para o gene idh negativo com a deteccédo da
patulina por CLAE positiva. Pois mesmo nas amostras inicialmente inconsistentes, ao repetir
a PCR com nova amostra de DNA, o gene idh era amplificado em tal amostra.

Puel et al. (2007) avaliaram o potencial de producdo de patulina em 19 linhagens de duas
espécies de Byssochlamys relacionando com a deteccdo de dois genes envolvidos na via
biossintética da patulina e CLAE, a saber: pks codante da enzima policetideo sintase e idh
da enzima isoepoxidon desidrogenase. Os autores observaram que as oito linhagens de B.
nivea apresentaram os dois genes e produziram patulina nos teste de CLAE, enquanto
nenhuma das 11 linhagens de B. fulva apresentaram os genes em estudo. Os autores
concluiram que a auséncia dos genes em B. fulva pode explicar a incapacidade de produgéo
de patulina por essa espécie fungica.

E importante salientar que as linhagens de P. sclerotigenum positivas para PCR e negativas
para presenca de patulina 16 (50%), podem indicar que: 1. Alguma parte da via metabolica
de sintese de patulina ndo funcionou embora o gene idh estivesse intacto; 2. A patulina
pode estar sendo produzida abaixo do limite de deteccdo do sistema cromatografico
utilizado que objetivou detectar quantidades acima do limite maximo permitido no local da
lesdo do inhame, dai a curva de calibracdo da patulina no CLAE ter sido realizada entre
62,5ug e Img/ml; 3. As condi¢gBes laboratoriais ndo foram suficientes para producédo de
patulina por todos os isolados de P. sclerotigenum, mesmo cultivando o fungo no meio de
cultura YES utilizado para classificacdo taxondmica baseada na producéo de extrélitos em
Penicillium (Svendsen e Frisvad, 1994). Além disso, ainda foram estabelecidas as condi¢des
Otimas de producao de patulina por P. sclerotigenum em inhame e frutas.

Elhariry et al. (2011) isolaram entre 34 linhagens de Penicillium provenientes de amostras de
macdas para fabricacdo de suco. Dezessete isolados foram identificados como sendo P.
expansum (2 originarios de macés aparentemente saudaveis e 15 de macas apodrecidas)
utilizando-se primers para o gene da enzima PKS (poligalacturonase). O suco fabricado com
partes saudaveis das macads apodrecidas apresentou patulina em andlise por TLC
(cromatografia de camada delgada). Desta forma, os autores enfatizaram a necessidade de
maior rigor na selecdo de macas para processamento, uma vez que a remocao de partes

apodrecidas néo elimina completamente a patulina do fruto.
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A deteccdo do gene idh por PCR e sua relagdo com producdo de patulina nas varias
espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys ja foram relatadas na
literatura. Sendo assim, algumas linhagens fangicas parecem ter perdido ou ganhado a
capacidade através da evolucao (Varga et al., 2003); e/ou devido a preservagdo (Santos et
al., 2002).

Sendo assim, P. sclerotigenum pode ser detectado em inhame por PCR, usando o gene idh
e a patulina, produto do seu metabolismo secundario que por sua vez pode igualmente ser

detectada em inhame por CLAE.
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Figura 2.2 Gel de agarose a 1% dos produtos de PCR do gene idh. Amostras de isolados
de Penicillium sclerotigenum (A) e (B). Da esquerda para direita dois controles negativos* e
demais amostras de inhame natural e artificialmente infectados. PM — 1kb. Seta indica o
produto de amplificagéo de 600pb. * Controles negativos -mix de PCR sem DNA e com DNA

inhame nao infectado.
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Figura 2.3 Amplificacdo do gene idh da via de biossintese da patulina em isolados de P.
sclerotigenum e outras espécies contaminantes de inhame. Da esquerda para direita,
controle positivo (P. expansum 331), controle negativo da PCR, cinco isolados de P.
sclerotigenum PEO03, PE12, PE 14, PE 21, DF02, P. oxalicum (4254URM), P. citrinum (4216
URM), P. chrysogenum (3754 URM), Aspergillus niger (4709 URM). PM — 1kb. Seta indica o
produto de amplificacdo de 600pb.
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860 Tabela 2.1 Resultados da deteccédo do gene idh (PCR) e presenca de patulina (CLAE) para
861 isolados de Penicillium sclerotigenum e amostras de inhame com podriddo-verde em
862 infeccao natural e artificial.

863

Inhame Naturalmente Isolado fungico (N = 32) Inhame artificialmente

infectado (N = 22) infectado (N = 32)
Patulina  PEO1, PEO2, PEO3, PEO3, PE12, PE14, PEO04, PEl7, PE21,
positiva PEO4, PEO7, PEO8, PE21, DFO2,RO 10, PE58, SP02, PBO1,

(CLAE)  PE09, PE12, PE13, MTO04, MAOl RO10, MTO04, MAO1,
PE14, PE16, PE17, MAO5, RNO2
PE75
n =13 (59, 1%) n =8 ( 25%) n = 11 (34,4%)

Gene idh PEO1, PEO2, PEO08, PEO1, PEO2, PEO3, PEO1, PEO2, PEO3,
positivo PEO9, PE10, PE13, PEO4, PEO5, PEO6, PEO5, PEO7, PEOS,
(PCR) PE16, PE17, PE21 PE11, PE12, PE14, PE09, PE10, PE11,
PEl16, PE18, PE19, PE13, PE14, PE15,
PE21, PE39, PES8, PE16, PEl17, PE18,
PE75, SP02, DFO02, PE19, PE20, PEZ21,
PBO1, RO10, MTO04, PE39, PES58, SP02,

MAO1, MAO5, RNO2 DF02, PB01, RO10,
MTO04, MAO1, MAO5,
RNO2

n =9 (40,9%) n= 24 (75%) n =29 ( 90,7%)

PCR e PEO1, PEO2, PEO3, PEO3, PE12, PE14, PEO4, PE17, PE2]1,
CLAE PEO8, PE09, PE13, PE21, DF02, RO1.0, PE58, SP02, PBO1,

positivos ~ PE16, PE17 MTO04, MAO1 RO10, MTO04, MAO1,
MAO5, RNO2
n =8 (36,4%) n =8 ( 25%) n =11 (34,4%)

Total de amostras postivas na deteccdo do gene idh e presenca de patulina = 21
(65,6%)
864 Legenda: N — nimero total de amostras analisadas. n — numero total de amostras positivas

865

866
867
868
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A podriddo-verde do inhame é uma doenca flngica prevalente no Brasil especialmente na
regido Nordeste em periodos chuvosos, ocasionando prejuizos aos produtores exportadores
de inhame. O agente etiolégico Penicillium sclerotigenum ocorreu em varios estados
brasileiros estudados.

A deteccdo do gene idh por PCR e sua relacdo com produgdo de patulina nas varias
espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys ja foram relatadas na
literatura. Sendo assim, algumas linhagens flngicas parecem ter perdido ou ganhado a
capacidade através da evolugdo e/ou devido a preservagao. Os resultados obtidos permitem

concluir que:

Isolados brasileiros de Penicillium sclerotigenum possuem o gene idh da via metabdlica de

sintese da patulina e produzem a micotoxina in vitro e in vivo no inhame;

Foi detectada pela primeira vez a presenca do gene idh e da patulina em inhame com
podriddo-verde causada por Penicillium sclerotigenum. Tal micotoxina esteve presente em

altas concentracdes no local da leséo, especialmente em inhame naturalmente infectado;

A PCR para o gene idh pode ser mais uma ferramenta de identificagdo de Penicillium
sclerotigenum em inhame uma vez que as outras espécies contaminantes do inhame nao

produzem patulina.
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Electronic artwork
General points
e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
o Save  text in illustrations as "graphics" or enclose the font.
e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.
o Use a logical naming convention for your artwork files.
o Provide captions to illustrations separately.
e Produce images near to the desired size of the printed version.
o Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
"save as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".
TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi

is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office
applications please supply "as is".
Please do not:

e Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
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resolution is too low;
o Supply files that are too low in resolution;
e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For
color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color in print or on the Web only. For further information on the preparation of
electronic  artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print)
please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution
of the publication date with either "Unpublished results" or "Personal communication"
Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted for
publication.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style
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Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the Authors.
Please ensure that every reference cited within the text is also present in the reference
list (and vice versa). Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references
are included in the reference list, they should follow the standard reference style and
should include a substitution of the publication date with either "unpublished results" or
"personal communication". Citation of a reference as "in press" implies that the item has
been accepted for publication. All publications cited in the text should be presented in a

list of references following the text of the manuscript.
All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed
first alphabetically, then chronologically.
Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995).
Kramer et al. (2000) have recently shown
List: References should be arranged alphabetically by authors' names and should be as
full as possible, listing all authors, the full title of articles and journals, publisher and
year. Note that journal names are not to be abbreviated. The manuscript should be
carefully checked to ensure that the spelling of authors' names and dates are exactly the

same in the text as in the reference list.
Examples:
Reference to a journal publication:

Ono, K., Yamamoto, K., 1999. Contamination of meat with Campylobacter jejuni in
Saitama, Japan. International Journal of Food Microbiology 47, 211-2109.

Reference to a book:
Strunk Jr, W., White, E. B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.
Reference to a chapter in an edited book:
Kramer, J.M., Gilbert, R.J., 1989. Bacillus cereus. In: Doyle, M.P. (Ed.), Foodborne
Bacterial Pathogens. Marcel Dekker, New York, pPp. 22-70.

Caddick, M.X., 1994. Nitrogen metabolite repression. In: Martinelli, S.D., Kinghorn, J.R.
(Eds.), Aspergillus: 50 Years on, Progress in Industrial Microbiology, vol. 29. Elsevier
Science, Amsterdam, pp. 323-353.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a maximum size of 10 MB. Video
and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:

http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic



http://www.sciencedirect.com/
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

75

and the print version for the portions of the article that refer to this content.
Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of vyour article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:

http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our
artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:
One Author designated as corresponding Author:
. E-mail address
o Full postal address
. Telephone and fax numbers
All necessary files have been uploaded
o Keywords
. All figure captions
. All tables (including title, description, footnotes)
Further considerations
. Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"
o References are in the correct format for this journal

o All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and

in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.
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